Culturas oxidadoras de metano provenientes de ambientes aquáticos brasileiros e seu potencial para a produção de polihidroxialcanoatos by Soares, Juliana Aparecida Bomjardim
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SÃO PAULO 
INSTITUTO DE CIÊNCIAS AMBIENTAIS, QUÍMICAS E FARMACÊUTICAS – ICAQF 
PROGRAMA DE PÓS GRADUAÇÃO EM ANÁLISE AMBIENTAL INTEGRADA 
 
 
 
DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 
 
 
“Culturas oxidadoras de metano provenientes de 
ambientes aquáticos brasileiros e seu potencial 
para a produção de polihidroxialcanoatos” 
 
 
JULIANA APARECIDA BOMJARDIM SOARES 
Orientadora: Dra. Cristina Rossi Nakayama (UNIFESP) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Diadema, 2018 
1 
 
 
 
 
“Culturas oxidadoras de metano provenientes de 
ambientes aquáticos brasileiros e seu potencial 
para a produção de polihidroxialcanoatos” 
 
 
JULIANA APARECIDA BOMJARDIM SOARES 
 
 
 
Dissertação apresentada como 
exigência parcial para obtenção 
do título de Mestre em Ciências 
ao Programa de Pós-Graduação 
Análise Ambiental da 
Universidade Federal de São 
Paulo – Campus Diadema. 
Orientadora: Prof.a Dr.a Cristina 
Rossi Nakayama 
 
 
 
Diadema, 2018 
2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 Aparecida Bomjardim Soares, Juliana 
       Culturas oxidadoras de metano provenientes de ambientes 
aquáticos brasileiros e seu potencial para a produção de polihidroxialcanoatos / 
Juliana Aparecida Bomjardim Soares. – – Diadema, 2018. 
       94 f. 
 
Dissertação (Mestrado em Ciências – Progarama de Pós-Graduação 
em Análise Ambiental Integrada)  -  Universidade Federal de São 
Paulo - Campus Diadema, 2018. 
 
       Orientador: Cristina Rossi Nakayama 
  
 
       1. PHB. 2. PHA. 3. Bactérias metanotróficas. 4. Biopolímeros. 5. 
Metano I. Título.  
 
CDD 579.321 
 
3 
 
 
4 
 
 
5 
 
 
6 
 
AGRADECIMENTOS 
 
À Dra. Cristina Rossi Nakayama, pela orientação, apoio e paciência durante esses 
quase 7 anos. Obrigada por me apresentar à Ciência.  
À Dra. Vivian Pellizari, por me acolher em seu laboratório por tantos anos.   
À Rosa Gamba, por ser um alicerce para todos que passaram pela Laboratório de 
Ecologia de Microorganismos (LECOM). 
Um agradecimento especial ao Vitor Vital, Francielli Peres e Luana Agostini pelo 
companheirismo, conversas  e amizade.  
À Laissa Soares, Bruna Bonomo, Fernanda Fernandes e Douglas Tanajura, por terem 
embarcado comigo nessa aventura chamada mestrado.  
Aos meus amigos do LECOM: Amanda Bendia, Camila Signori, Célio Jonck, Diego 
Castillo, Jamille Rabelo, Renato Gamba e Augusto Amendola. 
À Natasha Bergo por ter tornado mais alegres as minhas madrugadas no LECOM. 
Poder contar com você nessa reta final foi um presente inesperado.  
À CAPES pela concessão da bolsa que permitiu a minha dedicação a esse projeto. 
Ao Dr. José Gregório Cabrera pelas contribuições durante a minha qualificação e por 
disponibilizar o aparato de seu laboratório, essencial para a finalização desse estudo.  
À Sofia Lopez, aluna do professor José Gregório Cabrera, pelo auxílio durante minha 
estadia no laboratório do Instituto Ciências Biomédicas.  
7 
 
À Dr. Suzan Pantarotto, pelas contribuições durante a minha qualificação. 
À todos meus professores da pós graduação, em especial à aqueles que me 
acompanham desde a graduação.  
À família que a UNIFESP me trouxe: Camila Siscar, Luana Gonçalves e Bianca 
Correia. 
À minha mãe, Aparecida Soares, à Janaina Bonilho e ao Carlos Plantier (Júnior) por 
esse apoio que foi tão importante nessa reta final. Sem vocês eu definitivamente não 
teria chegado até aqui. 
À minha pequena e amada Cecília, por ter entrado na minha vida nesse momento e ter 
me inspirado a tentar ser uma pessoa a quem ela possa um dia ter orgulho de chamar 
de tia. Graças a você eu saía de casa sorrindo todas as manhãs. Muito obrigada, 
Cecília.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“I now walk into the wild” 
Alexander Supertramp (Christopher McCandless) 
9 
 
RESUMO 
 
Os microorganismos têm papel chave no ciclo do metano. Arqueias metanogênicas 
produzem a maior parte do metano biogênico do planeta, em ambientes anaeróbios. As 
bactérias metanotróficas aeróbias utilizam o metano como fonte de carbono e energia, 
sendo responsáveis pelo consumo do gás em ambientes terrestres e aquáticos, além de 
possuírem potencial para a produção de polihidroxialcanoatos (PHA). Este estudo teve 
como objetivo estudar culturas metanotróficas enriquecidas de ambientes aquáticos 
brasileiros, visando promover e caracterizar a produção de PHB a partir de metano. Para 
isso, foi adotada uma abordagem que alia técnicas dependentes e independentes de 
cultivo. As culturas de interesse foram identificadas através do sequenciamento de nova 
geração do gene RNAr 16S em plataforma Illumina MiSeq. A detecção e quantificação 
de genes indicadores de metanotrofia e produção de PHA (pmoA e phaC, 
respectivamente) foram feitas por meio da técnica PCR. A coloração com vermelho do 
Nilo e a microscopia de fluorescência foram utilizadas como indicadores da produção de 
polihidroxibutiratos. Os resultados indicaram a presença dos genes pmoA e phaC em 
todas as culturas analisadas. A avaliação inicial com vermelho do Nilo indicou a presença 
de PHA’s associada ao consumo de metano nos cultivos de interesse. Os resultados 
referentes ao sequenciamento indicam a dominânica do gênero metanotrófico 
Methylocystis (38,8% - 75,%) em três, dos cinco cultivos estabelecidos. Um dos cultivos, 
RB-5 foi selecionado para a realização de um ensaio de produção em frasco agitado. A 
acumulação de polímeros foi quantificada por meio de cromatografia gasosa. Foram 
construídas curvas de crescimento para a determinação da atividade metanotrófica. Os 
resultados referentes ao ensaio de produção evidenciam uma baixa acumulação dos 
polímeros poli-3-hidroxibutirato e poli-3-hidroxivalerato pela cultura RB-5.  Espera-se que 
o trabalho contribua para a posterior realização de ensaios visando a otimização da 
produção de polímeros pela cultura RB-5. 
 
 
Palavras-chave: PHB, PHA, Bactérias Metanotróficas, Biopolímeros e Metano. 
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ABSTRACT 
 
Microorganisms play a key role in the methane cycle. Methanogenic arches produce most 
of the planet's biogenic methane in anaerobic environments. Methanotrophic aerobic 
bacteria use methane as a source of carbon and energy, being responsible for the 
consumption of gas in terrestrial and aquatic environments, as well as having potential 
for the production of polyhydroxyalkanoates (PHA). This study aimed to study enriched 
metanotrophic cultures of Brazilian aquatic environments, aiming to promote and 
characterize the production of PHB from methane. For this, an approach was that 
combines dependent and independent of cultivation techniques dependent were adopted. 
Cultures of interest were identified by sequencing the new generation of the 16S RNAr 
gene on the Illumina MiSeq platform. The detection and quantification of methanotrophic 
indicator genes and PHA production (pmoA and phaC, respectively) were done by the 
PCR technique. Nile red staining and fluorescence microscopy were used as indicators 
of the production of polyhydroxybutyrates. The results indicated the presence of pmoA 
and phaC genes in all cultures analyzed. The initial Nile red assessment indicated the 
presence of PHAs associated with methane consumption in the cultures of interest. The 
sequencing results indicate the dominance of the methanotrophic genera Methylocystis 
(38.8% - 75%) in three of the five established cultures. One of the cultures, RB-5, was 
selected for a stirred vial production assay. The accumulation of polymers was quantified 
by means of gas chromatography. Growth curves were constructed for the determination 
of methanotrophic activity. The results for the production assay show a low accumulation 
of the poly-3-hydroxybutyrate and poly-3-hydroxyvalerate polymers by the RB-5 culture. 
It is expected that this work will contribute to the subsequent realization of tests aiming 
the optimization of polymer production by the RB-5 culture. 
 
 
Palavras-chave: PHB, PHA, Methanotrophic Bacteria, Biopolymers e Methane. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
Os plásticos são produzidos e consumidos em grandes quantidades 
mundialmente. Os mais produzidos são o polietileno (PE de alta e baixa densidade), 
polipropileno (PP), polivinil clorídrico (PVC), poliestireno (PS), poliuretano (PUR) e o 
polietileno tereftalato (PET) (KERSHAW, P. J. & LESLIE, 2012).  
GEYER et al., (2017) estimaram que já foram produzidas cerca de 8300 milhões 
de toneladas métricas de plásticos e que cerca de 60% desse total foram descartados 
em aterros ou no meio ambiente. 
Os polímeros sintéticos convencionais empregados na manufatura de produtos 
plásticos utilizam petróleo como matéria-prima, um recurso não renovável. Durante a 
cadeia produtiva desses polímeros, são emitidos gases do efeito estufa (e.g. CO2), 
gerados resíduos tóxicos/recalcitrantes e na disposição final do produto há um longo 
período para que degradação ocorra naturalmente, resultando no acúmulo do resíduo na 
biosfera e hidrosfera (AKARAONYE; KESHAVARZ; ROY, 2010). 
A degradação dos polímeros sintéticos pode ocorrer por diversos meios. A 
exposição à luz UV promove a fotodegradação do material com a alteração do estado 
energético das moléculas (PAOLI, 2008). O calor elevado pode levar à quebra de 
ligações químicas e no caso do PVC causa uma poluição secundária com a liberação de 
cloreto de hidrogênio em um fenômeno chamado desidrocloração (PAOLI, 2008). Já a 
exposição ao oxigênio promove a colonização por microorganismos aeróbios que 
promovem uma lenta biodegradação (PAOLI, 2008). 
A reciclagem, reutilização e incineração desses produtos não são suficientes para 
resolver a problemática do descarte inadequado de resíduos. LEBRETON et al., (2017) 
estimaram que 1,15 a 2,41 milhões de toneladas de plástico chegam aos oceanos todos 
os anos apenas através de rios. JAMBECK et al., (2015) estimaram que ao menos 4,8 à 
12,7 milhões de toneladas de plástico chegaram aos oceanos a partir de países costeiros 
em 2010.  
Ações de mitigação dependem de diversos fatores como a proatividade do 
gerador em separar os plásticos de outros resíduos, da coleta seletiva e da capacidade 
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da indústria de reciclagem e de incineração de absorvê-los. Em 2015, por exemplo, a 
taxa de reciclagem dos produtos PET’s no Brasil era de apenas 51 % (ABIPET, 2016). 
Dentro deste contexto, iniciou-se uma busca por um polímero biodegradável de 
baixo custo e com características competitivas em relação às dos convencionais, como 
versatilidade e biocompatibilidade (AKARAONYE; KESHAVARZ; ROY, 2010).  
Na disposição final dos polímeros biodegradáveis ocorre a decomposição 
biológica por microorganismos presentes no ambiente, através da qual o produto é 
reduzido a CO2 e água em condições aeróbias e a metano em condições anaeróbias 
(OJUMU; YU; SOLOMON, 2004). Dentre os polímeros biodegradáveis destacam-se os 
poliglicolatos (PGAs), os polilactatos (PLAs) e os polihidroxialcanoatos (PHAs) 
(SERAFIM; LEMOS; REIS, 2003). 
O poli-3-hidroxibutirato (P3HB) é um PHA biodegradável com características 
semelhantes às do polipropileno. Ele surge como uma alternativa renovável e 
ambientalmente amigável aos polímeros sintéticos (SERAFIM; LEMOS; REIS, 2003). Os 
P3HB são produzidos por determinados grupos bacterianos e sua cadeia de produção 
gera resíduos não tóxicos (AKARAONYE; KESHAVARZ; ROY, 2010). A degradação total 
do produto pode ser catalisada, em condições favoráveis à biodegradação, por 
microorganismos naturalmente encontrados no ambiente, processo ainda mais eficaz 
quando aliado à compostagem (AKARAONYE; KESHAVARZ; ROY, 2010). 
Embora os biopolímeros sejam uma maneira de mitigar o problema da poluição 
por polímeros sintéticos, a problemática envolvendo a produção de polihidroxialcanoatos 
está no seu alto custo, gerado pelo requerimento de substratos dispendiosos, pelo alto 
padrão de esterilização (para manutenção de culturas puras), pelo controle operacional 
e pela relativamente baixa taxa de produtividade pelas linhagens/culturas, sendo que o 
custo do substrato pode representar até 40% do valor total de produção (ANJUM et al., 
2016; SERAFIM; LEMOS; REIS, 2003).  
Registros na literatura apontam que bactérias metanotróficas possuem potencial 
para a produção de polihidroxialcanoatos (PIEJA; ROSTKOWSKI; CRIDDLE, 2011; 
WHITTENBURY; PHILLIPS; WILKINSON, 1970). Essas bactérias utilizam o metano 
(CH4) como única fonte de carbono e energia (HANSON; HANSON, 1996), absorvendo-
o em ambientes terrestres, aquáticos e sequestrando-o diretamente da atmosfera (CAI 
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et al., 2016; KNIEF; LIPSKI; DUNFIELD, 2003). Elas são bactérias geralmente gram-
negativas e capazes de se desenvolver em ambientes anaeróbios e aeróbios com alta 
disponibilidade de metano e aceptores de elétrons como o oxigênio, sulfato e o nitrato 
(ETTWIG et al., 2010; KNITTEL; BOETIUS, 2009).  
O metano, substrato principal para as metanotróficas, é, em sua maioria, 
produzido biogenicamente por arqueias metanogênicas. A produção pode ocorrer em 
sistemas naturais e antropogênicos como lagos de usinas hidrelétricas, aterros sanitários 
e sistemas de tratamento de esgoto, sendo assim caracterizado como um substrato de 
baixo custo, largamente disponível (GARCIA; PATEL; OLLIVIER, 2000). 
A otimização da produção de polihidroxialcanoatos por bactérias metanotróficas 
através do melhoramento das condições e métodos de cultivo, utilizando metano como 
principal substrato, pode ser uma alternativa para a produção sustentável e 
economicamente viável de biopolímeros. Além disso, espera-se que os resultados do 
presente estudo possam contribuir para o desenvolvimento de técnicas de mitigação da 
emissão de metano aliadas à produção de polihidroxialcanoatos. 
 
2 OBJETIVOS 
 
Este trabalho tem como objetivo geral estudar culturas metanotróficas 
enriquecidas de ambientes aquáticos brasileiros, visando promover e caracterizar a 
produção de polihidroxialcanoatos a partir de metano. 
Para atingir o objetivo geral foram estabelecidos os seguintes objetivos 
específicos: 
• Seleção e caracterização de culturas metanotróficas produtoras de 
polihidroxialcanoatos. 
• Definição de condições favoráveis para o consumo de metano e produção 
de polihidroxialcanoatos pelas culturas. 
• Detecção de genes indicadores de metanotrofia (pmoA) e de produção de 
PHA (phaC). 
• Determinação da produção de polihidroxialcanoatos a partir de metano. 
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• Identificação das culturas produtoras de PHA obtidas através do 
sequenciamento do gene 16S rRNA. 
 
3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
3.1 Bactérias metanotróficas: oxidação biológica do metano, ecologia e 
diversidade 
 
As bactérias metanotróficas pertencem ao subgrupo dos organismos 
metilotróficos (assimilam compostos C1), sendo geralmente gram-negativas e aeróbias. 
Utilizam metano (CH4) como única fonte de carbono e energia através da sua oxidação 
a dióxido de carbono (CO2), salvo exceções que também conseguem utilizar o metanol 
e as espécies do gênero Methylocella, capazes de utilizar diversos compostos com 
multicarbonos (DEDYSH; KNIEF; DUNFIELD, 2005; HANSON; HANSON, 1996). 
A reação aeróbia de oxidação do gás metano (CH4) em metanol (CH3OH) pelas 
metanotróficas é catalisada pela enzima metano monoxigenase (MMO) na presença de 
O2 (HANSON; HANSON, 1996).  
A enzima metano monoxigenase quebra a ligação do oxigênio atmosférico (O2). 
O resultado da sua reação, comum a outras monoxigenases, gera a incorporação de um 
oxigênio (para a formação de metanol) e a redução do outro à água (H2O) (HANSON; 
HANSON, 1996; KALYUZHNAYA, 2016). A enzima pode estar presente na célula de 
duas formas: particulada (pMMO) e solúvel (sMMO) (HANSON; HANSON, 1996). A 
sMMO é encontrada em apenas alguns organismos metanotróficos, já a pMMO é 
encontrada em todos, com exceção do gênero Methylocella (DUNFIELD et al., 2003). 
O metanol por sua vez é oxidado para formaldeído pela methanol dehydrogenase 
(MDH). O formaldeído formado pode ser assimilado por duas vias distintas, Via Serina 
ou Via RuMP (ribulose monofostato) (HANSON; HANSON, 1996). A Via Serina produz 
uma unidade de Acetyl-CoA para biossíntese celular a partir de uma molécula de 
formaldeído e uma de CO2 (HANSON; HANSON, 1996) (Figura 1) . Para que essa reação 
aconteça são necessárias duas moléculas de NADH e de ATP. 
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Figura 1: Via Serina em bactérias metanotróficas. Adaptado de: KALYUZHNAYA, 2016 
 
Já a via RuMP precisa de 3 moléculas de formaldeído e 2 moléculas de ATP para 
formar uma molécula de gliceraldeído-3-fosfato para a biossíntese celular em um 
processo que envolve a redução e rearranjo de açúcares. 
O formaldeído após a assimilação é convertido a formiato que dará lugar à 
formação de CO2 e H2O (HANSON; HANSON, 1996). 
A oxidação do metano também pode ocorrer em anaerobiose (AOM) através do 
metabolismo das arquéias metanotróficas anaeróbias (ANME), bactérias redultoras de 
sulfato, bactérias ou arqueias do grupo ANME2, arqueias do grupo Marine Benthic Group 
D (MBGD) e pela bactéria metanotrófica Candidatus Methylomirabilis oxyfera (CUI et al., 
2015; ETTWIG et al., 2010; KNITTEL et al., 2009). Atualmente são conhecidas três via 
de consumo anaeróbio de metano: a dependente da redução do sulfato (S-DAMO), a 
metanotrofia associada com a desnitrificação, onde o nitrato e nitrito são utilizados como 
25 
 
aceptores de elétrons (N-DAMO); e o consumo de CH4 associado à redução de 
manganês e ferro (M-DAMO) (CUI et al., 2015). 
As bactérias metanotróficas aeróbias foram divididas, originalmente, em três 
grupos distintos de acordo com a sua capacidade/potencial de assimilação do 
formaldeído, filogenia, tipo de membrana interna (dispostas pela célula ou 
emparelhadas) e predominância de ácidos graxos fosfolípideos: Tipo I, Tipo II e Tipo X 
(HANSON; HANSON, 1996).  
As metanotróficas Tipo I, pertencentes ao grupo Gama-proteobactéria, assimilam 
o formaldeído pela Via RuMP (Ribulose Monofosfato) e possuem membranas dispostas 
por toda a célula, as do Tipo II, pertencentes ao grupo Alfa-proteobactéria, o assimilam 
pela via Serina e possuem membranas emparelhadas nas regiões periféricas da célula 
(HANSON; HANSON, 1996). O terceiro grupo, Tipo X, era composto por microrganismos 
que assimilam o formaldeído pela Via RuMP, mas que possuíam, em baixa 
concentração, as enzimas necessárias para a assimilação pela Via Serina (HANSON; 
HANSON, 1996). Atualmente o grupo X foi incorporado como uma subdivisão de Gama-
proteobactéria e a classificação em Tipo I e II se tornaram sinônimos, respectivamente, 
de Gama-proteobactéria e Alfa-proteobactéria (subdivisões do filo Proteobacteria). 
Dentro da classe Alfa-proteobactéria as metanotróficas estão distribuídas em 
duas famílias: Methylocystaceae e Beijerinckiaceae. Já na classe Gama-proteobactéria 
todas os gêneros estão classificados dentro da família Methylococcaceae. 
Em 2006, uma bactéria capaz de realizar a oxidação do metano em condições de 
anaerobiose foi enriquecida a partir de sedimentos anóxicos de água doce na Holanda 
(RAGHOEBARSING et al., 2006). ETTWIG et al., 2010 analisaram o genoma bacteriano 
e propuseram a espécie metanotrófica Candidatus Methylomirabilis oxyfera dentro do 
Filo NC10.  
DUNFIELD et al., 2007 isolaram uma metanotrófica termofílica e acidófila 
(Methylokorus infernorum – nome provisório) pertencente ao filo Verrucomicrobia (pH 
ótimo entre 2.0 e 2.5) de amostra de solo coletada em área de vegetação lenhosa em 
Hell’s Gate (Nova Zelândia). No mesmo ano outras duas metanotróficas também 
acidófilas e termofílicas (Acidimethylosilex fumarolicum e Methyloacida kamchatkensis – 
nomes provisórios) foram isoladas e classificadas dentro do filo Verrucomicrobia (ISLAM 
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et al., 2008) (POL et al., 2007), evidenciando assim, a grande diversidade ecológica e 
genética das bactérias metanotróficas. 
OP DEN CAMP et al., 2009 sugeriu a classificação destas metanotróficas 
termofílicas e acidófilas como um novo gênero dentro do filo Verrucomicrobia: 
Methylacidiphilum. Até então todos os gêneros metanotróficos identificados pertenciam 
ao filo Proteobacteria (Alfa-proteobactéria e Gama-proteobactéria). Acredita-se que as 
metanotróficas pertencentes ao filo Verrucomicrobia utilizem a via Calvin-Benson-
Bassham (CBB) para a assimilação de carbono (KHADEM et al., 2011; KALYUZHNAYA, 
2016). 
WHITTENBURY; PHILLIPS; WILKINSON, 1970 propuseram a existência de 5 
gêneros de bactérias metanotróficas baseados na morfologia, estrutura fina e tipo de 
estágio de dormência observado: Methylosinus, Methylocistys, Methylomonas, 
Methylobacter e Methylococcus. Hoje já são reconhecidos cerca de 22 gêneros 
(KALYUZHNAYA, 2016). 
A divisão entre bactérias do Tipo I (Gama-proteobactéria), tipo II (Alfa-
proteobactéria), NC10 e Verrucomicrobia já cultivadas é justificada não só do ponto de 
vista taxonômico, mas também do ponto de vista ecológico sendo que cada grupo está 
adaptado para sobreviver à diferentes condições ambientais  (HANSON; HANSON, 
1996; OP DEN CAMP et al., 2009). No entanto novas descobertas referentes à espécies 
metanotróficas não cultivadas tornam essa divisão limitada devido a falta de informações 
sobre esses grupos (KNIEF, 2015). 
Metanotróficas do tipo II (Alfa-proteobactéria) se sobressaem em ambientes de 
alta concentração do gás metano e com baixas concentrações de O2, nitrogênio (N2) e 
cobre (Cu) (HANSON; HANSON, 1996). Enquanto metanotróficas do tipo I (Gama-
proteobactéria) se sobressaem em ambientes com menores concentrações de metano 
em comparação com as do Tipo II (HANSON; HANSON, 1996). E por fim as 
metanotróficas do filo Verrucomicrobia geralmente são encontradas em ambientes 
extremos (OP DEN CAMP et al., 2009). 
As bactérias metanotróficas têm um importante papel no balanço de metano na 
atmosfera influenciando assim a regulação do aquecimento global, uma vez que oxidam 
parte do metano produzido em ambientes anaeróbios antes que este seja capaz de 
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atingir a atmosfera (DLUGOKENCKY et al., 2011; REAY et al., 2018). Além disso elas 
também atuam no sequestro de metano atmosférico em solos não saturados (HANSON; 
HANSON, 1996). 
 
3.2 Polihidroxialcanoatos: caracterização, aplicação e produção microbiana 
 
Os polihidroxialcanoatos (PHA’s) são polímeros de ácidos hidroxicalóicos. Eles 
podem estar presentes em determinados grupos de bactérias na forma de inclusões 
celulares (ANDERSON; DAWES, 1990; STEINBUCHEL; STEINBUCHEL, 1995).  
O processo de produção desses polímeros por microorganismos pode ocorrer 
pela acumulação de grânulos poliméricos dentro da célula bacteriana, em condições 
onde há a deficiência de nutrientes essenciais, o que leva a célula a acumular carbono 
e energia na forma desses polímeros (ANDERSON; DAWES, 1990; KIM et al., 1996; 
SCHLEGEL; GOTTCHALK; VON BARTHA, 1961). Sua cadeia de produção gera 
resíduos não tóxicos (AKARAONYE; KESHAVARZ; ROY, 2010).  
A Methylobaterium organophilum é um exemplo de bactéria que acumula carbono 
por esse processo. Durante a limitação de potássio a célula chega a acumular 52-56% 
da sua massa seca utilizando metanol como substrato (KIM et al., 1996). 
Um outro processo de produção pode ocorrer espontaneamente durante a fase 
de crescimento de determinados microorganismos, como no caso da Azotobacter 
vinelandii (PAGE; CORNISH, 1993).  
Os polihidroxialcanoatos podem ser divididos entre tipos que diferem em relação 
ao seu grau de polimerização e sua composição estrutural (posições do radical R e 
grupos hidroxila) (STEINBUCHEL; STEINBUCHEL, 1995). Os monômeros de cadeia 
curta (HASCL) possuem de 3 a 5 carbonos na cadeia principal e os de cadeia média 
(HAMCL) de 6 a 16 (STEINBUCHEL; STEINBUCHEL, 1995).  
São conhecidos cerca de 150 diferentes constituintes de PHA (REHM, 2003), 
entre os tipos mais comuns destacam-se o polihidroxibutirato (P3HB), o 
polihidroxivalerato (PHV), o polihidroximetilvalerato (PMHV) e o polihidroximetilbutirato 
(PMHB)  (SERAFIM; LEMOS; REIS, 2003).  
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O tipo de polímero formado vai depender das condições de cultivo, do organismo 
e do substrato (fonte de carbono) utilizado (SUDESH; ABE; DOI, 2000). Embora seja 
possível a produção de polímeros a partir de substratos não relacionados (SUDESH; 
ABE; DOI, 2000). 
 Grande parte dos polímeros de PHA são formados por mais de um tipo de 
estrutura polimérica (STEINBUCHEL; STEINBUCHEL, 1995). As propriedades físicas e 
mecânicas desses materiais (e.g. cristalinidade, ponto de fusão, deformação) vão 
depender da composição dos monômeros constituintes, da massa molecular e da 
distribuição de massas.   
Dentre os PHA’s existentes o polihidroxibutirato ou ácido poli-β-hidroxibutírico 
(P3HB) é o mais comumente encontrado em células procarióticas e produzido 
industrialmente (STRONG et al., 2016). 
Os polímeros de polihidroxibutirato são formados por ligações das unidades de 
ácido β-hidroxibutírico que sofrem polimerização através de ligações do tipo éster e que 
eventualmente se aglomeram na célula na forma de grânulos (MADIGAN; MARTINKO; 
BENDER, 2016).  
Eles possuem o grupo hidroxila na terceira posição da forma estrutural (PIEJA; 
ROSTKOWSKI; CRIDDLE, 2011). Apresentam ponto de fusão a 180°C, módulo de 
Young (que corresponde à medida de rigidez do material) de 3,5 GPa, tensão de 
cisalhamento (ou de corte) de 40 Mpa, deformação de até 5% e cristalinidade de 70% 
(considerada alta) (AKARAONYE; KESHAVARZ; ROY, 2010; SUDESH; ABE; DOI, 
2000). O polipropileno, para efeito de comparação, possui uma temperatura de fusão à 
176 °C, módulo de Young de 1.7 GPa, tensão de cisalhamento de 34.5 MPa e 
deformação de até 400% (AKARAONYE; KESHAVARZ; ROY, 2010; SUDESH; ABE; 
DOI, 2000). 
Os contras do uso do P3HB como matéria-prima da produção de bioplásticos 
incluem suas características de alta cristalinidade e quebra, além de uma fraca 
elasticidade, o que pode restringir os métodos de processamento do material e até 
mesmo a sua aplicação final (AKARAONYE; KESHAVARZ; ROY, 2010; STRONG et al., 
2016). 
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Atualmente os polihidroxialcanoatos ainda são considerados como o material com 
maior potencial substituir os plásticos convencionais devidos às suas propriedades 
semelhantes às de polímeros sintéticos (MOŻEJKO-CIESIELSKA; KIEWISZ, 2016). 
 Alguns desafios ainda precisam ser vencidos para que a produção desses 
polímeros seja economicamente viável. Dentre eles, a diminuição do custo de produção 
através do uso de fontes de carbono de baixo custo (e.g. metano e metanol), otimização 
de cultivos de alta densidade celular com altas taxas de conversão de substrato em 
polímeros, diminuição dos altos custos de esterilização (KHOSRAVI-DARANI et al., 
2013; MOŻEJKO-CIESIELSKA; KIEWISZ, 2016). 
 
3.3 Biossíntese de polihidroxialcanoato por bactérias metanotróficas 
 
Em 1970, WHITTENBURY et al., observaram que em condições nas quais o 
nitrogênio era um fator limitante alguns microrganismos metanotróficos passavam a 
acumular inclusões lipídicas, as quais eles identificaram, em parte, como 
polyhidroxibutiratos.  
Apenas metanotróficas do tipo II (Alfa-proteobactéria) (gêneros Methylocystis, 
Methylosinus, Methylocapsa e Methylocella) foram registradas como capazes de 
produzir PHA’s, especificamente polihidroxibutiratos (PIEJA; ROSTKOWSKI; CRIDDLE, 
2011). BABEL, 1992 sugeriu que metanotróficas do tipo I produzem exopolissacarídeos 
ao invés de P3HB em situações de deficiência de nutrientes. 
PIEJA, ROSTKOWSKI e CRIDDLE (2011) realizaram uma triagem para a 
detecção do gene phaC em 10 espécies de metanotróficas do tipo II e confirmaram a 
presença do gene em todas elas. WENDLANDT et al., 2001 produziram 
polihidroxibutirato a partir de uma linhagem de Methylocystis sp., chegando a acumular 
até 51% da biomassa da bactéria em grânulos de polihidroxibutirato em condições de 
deficiência de nutrientes. 
A capacidade de produção de P3HB pelas metanotróficas do tipo II pode estar 
associada à sua assimilação de formaldeído pela via Serina ao invés da via RuMP (via 
metabólica utilizada pelo tipo I) (PIEJA; ROSTKOWSKI; CRIDDLE, 2011) (Figura 2). 
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Figura 2: Biossíntese de PHB a partir do methanol pela via Serina. Adaptado de YAMANE, 
1993. 
 
A equação geral de produção de P3HB a partir do metano pela Via Serina segue 
abaixo: 
 
 
Figura 3: Reação bioquímica simplificada da conversão de metano à P3HB por 
metanotróficas através da Via Serina. FP: Flavoproteína. Adaptado de: (ASENJO; SUK, 1986; 
KHOSRAVI-DARANI et al., 2013). 
 
O phaA, phaB e phaC são genes cruciais para a síntese de P3HB (PIEJA; 
ROSTKOWSKI; CRIDDLE, 2011; STUBBE et al., 2005). Esse genes codificam três 
enzimas β-cetotiolase (phaA), acetoacetyl-CoA reductase (phaB) e PHA synthase 
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(phaC)(MOŻEJKO-CIESIELSKA; KIEWISZ, 2016)(MOŻEJKO-CIESIELSKA; KIEWISZ, 
2016). 
A enzima β-cetotiolase catalisa a condensação de duas móleculas de acetil-CoA, 
a acetoacetyl-CoA reductase reduz a molécula de acetil-CoA formada a (R)-3-
hidroxibutiril-CoA, já a PHA synthase é responsável pela incorporação desses 
monômeros à cadeia polimérica (SLATER et al., 1998). 
A detecção do gene phaC a partir de reações de PCR é usualmente utilizada para 
triagem e seleção de culturas com potencial para a produção do polímero (PIEJA; 
ROSTKOWSKI; CRIDDLE, 2011).  
A produção de P3HB por metanotróficas do tipo II pode ocorrer em culturas puras 
ou mistas, sendo que os estudos recentes envolvem principalmente o uso de culturas 
puras, o que reflete em altos custos com esterilização (SERAFIM; LEMOS; REIS, 2003; 
STRONG et al., 2016). 
É necessário um maior entendimento de como funciona o processo de produção 
de polímeros biodegradáveis a partir de culturas mistas, uma vez que o seu uso pode 
reduzir o custo de produção e aumentar a sua competitividade econômica com os 
polímeros sintético (SERAFIM; LEMOS; REIS, 2003; STRONG et al., 2016). Além disso, 
o metanol e formaldeído sintetizados durante o processo de metabolização do carbono 
pelas metanotróficas, e que portanto pode se acumular no meio, são potencialmente 
inibidores da atividade metanotrófica, sendo assim, a presença de outros organismos 
pode otimizar o processo de degradação do metano.  
Metanotróficas tipo II não apenas produzem P3HB a partir do metano, mas 
também, ao oxidá-lo, disponibilizam carbono acessível à organismos heterotróficos que 
também podem ser capazes de produzir o polímero (ZHANG et al., 2017). PIEJA; 
ROSTKOWSKI; CRIDDLE, 2011 observaram produção de P3HB por comunidades 
microbianas em que apenas as metanotróficas do tipo I estavam presentes e levantou a 
hipótese da presença de organismos não metanotróficos produtores de P3HB nos meios 
de enriquecimento. 
ZHANG et al. (2017) observou que comunidades metanotróficas-heterotróficas 
são capazes de acumular grandes quantidades de P3HB quando enriquecidas em meio 
32 
 
contendo 5 μmol/L de Cu a 0,2 atm de O2, com a presença de N2 na atmosfera do frasco 
e sobre diferentes concentrações de CH4. 
As altas taxas de produção de P3HB observadas em comunidades 
metanotróficas-heterotróficas contendo cobre podem ser explicadas pela expressão da 
MMO (ZHANG et al., 2017). Em condições de altas concentrações de cobre a atividade 
da pMMO é favorecida, sendo que a pMMO possui uma maior afinidade pelo CH4 (SHAH; 
HANNA; TAYLOR, 1996), acelerando assim o processo de oxidação do mesmo e 
disponibilizando carbono para heterotróficas produtoras de P3HB presentes no meio 
(ZHANG et al., 2017).  
Em contrapartida, a maioria das metanotróficas do tipo II (as únicas capazes de 
produzir P3HB) expressam a sMMO, cuja atividade é maior em baixas concentrações de 
cobre (HANSON; HANSON, 1996; PIEJA; ROSTKOWSKI; CRIDDLE, 2011). Sendo 
assim, a presença de cobre pode ou não auxiliar na produção de P3HB, sua contribuição 
vai estar associada à composição da comunidade microbiana.  Culturas puras de 
metanotróficas tipos II vão prosperar em ambientes com menor concentração de cobre. 
A capacidade de produção de P3HB também pode estar ligada à organização 
espacial da cultura. ZHANG et al., 2017 observou que enriquecimentos em que os 
microrganismos pareciam dispersos em solução foram mais eficazes em assimilar o gás 
da atmosfera do frasco, ao contrário das células presentes em grânulos, provavelmente 
porque o arranjo celular dificultou o acesso ao CH4 e, portanto, a sua oxidação. 
Entre os meios de cultivo utilizados estão os minerais (KARTHIKEYAN et al., 
2015; PIEJA; ROSTKOWSKI; CRIDDLE, 2011; SUNDSTROM; CRIDDLE, 2015). Para a 
indução da produção de PHB os meios de cultura utilizados devem ser limitantes na 
disponibilidade de nutrientes, geralmente o nitrogênio (SUNDSTROM; CRIDDLE, 2015). 
 
4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 Desenho Experimental 
 
O desenho experimental (Figura 4), elaborado para atingir os objetivos propostos 
por esse trabalho, pode ser dividido em quatro etapas: 
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Etapa 1: Cultivo das culturas metanotróficas visando a obtenção de isolados 
metanotróficos e/ou consórcios metanotróficos-heterotróficos caso não fosse possível o 
isolamento.  
Etapa 2: Caracterização morfológica dos isolados ou consórcios obtidos na Etapa 
1. Triagem primária por meio da técnica PCR visando detecção e seleção de isolados ou 
consórcios portadores dos genes de interesse. 
Etapa 3: Triagem secundária com o corante Vermelho do Nilo visando detectar a 
presença de formações lipídicas associadas com a presença de grânulos de 
polihidroxialcanoatos. Identificação das culturas selecionadas e seleção de 1 (um) 
isolado ou consórcio para prosseguir com os ensaios de produção.  
Etapa 4: Ensaio de produção de polihidroxialcanoatos a partir do CH4 pelo isolado 
ou consórcio selecionado.  
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Figura 4: Fluxograma do desenho experimental. 
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4.2 Culturas  
 
Cinco culturas metanotróficas, RB-1, RB-2, RB-5, S-5 e T-1, enriquecidas em meio 
NMS no trabalho de conclusão de curso apresentado ao Curso de Ciências Ambientais 
da Universidade Federal de São Paulo (SOARES, 2015), foram selecionadas para a 
realização do presente trabalho. As culturas foram obtidas no âmbito do projeto P&D 
ANEEL “Emissões de Gases de Efeito Estufa em Reservatórios de Centrais 
Hidrelétricas”, com atividades vinculadas ao subprojeto “Caracterização de 
microorganismos cuja atividade interfere no ciclo do metano em ambientes aquáticos”. 
 As culturas RB-1, RB-2 e RB-5 derivaram de amostras coletadas no reservatório 
da Usina Hidrelétrica de Três Marias, Minas Gerais (2011). A cultura S-5 é proveniente 
do Rio São Marcos, Minas Gerais (2011). Finalmente, a cultura T-1, é proveniente do 
reservatório da Usina Hidrelétrica de Tucuruí, Pará, e foi cedida pela Dra. Vivian Pellizari 
para os experimentos. 
Todas as coletas nas colunas d’água foram feitas com garrafa van Dorn e as 
alíquotas inoculadas em Meio Mineral em frasco com atmosfera contendo 10 % de 
metano em ar atmosférico. O enriquecimento das culturas também envolveu inoculação 
em meio NMS e manutenção de atmosfera com 10 % de metano em temperatura 
ambiente. 
 
4.3 Condições de cultivo 
 
As culturas foram incubadas em Meio NMS (Apêndice A) a 30 oC, sob agitação 
de 200 rpm. Metano foi fornecido, como única fonte de carbono, na proporção de 1:10 
metano:ar atmosférico. Trocas de atmosfera dos frascos de cultivo foram realizadas ao 
longo de cerca de 6 anos para a manutenção de culturas ativas. A frequência de 
fornecimento de CH4 e trocas de atmosfera variou de acordo com as diferentes etapas 
do projeto.  
  
• Fornecimento de Metano 
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O metano foi fornecido na bancada em condições de assepsia como descrito por 
LINHARES, 2011 (Figura 5).  
 
 
Figura 5: Representação do método de alimentação de CH4. 
 
As trocas de atmosfera foram realizadas na bancada em condições de assepsia 
através de um sistema de distribuição simultânea de gases. Duas agulhas de 0,80 x 30 
mm foram inseridas no batoque do frasco contendo a amostra, na extremidade livre da 
agulha foram acoplados filtros Millipore 0,22 μm. Um dos filtros foi acoplado (filtro 1) 
acoplado ao sistema de gases e o outro (filtro 2) permaneceu com uma das extremidades 
livre (Figura 6).  
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Figura 6: Representação da troca de atmosfera. 
 
Por 30 segundos foi gerado vácuo no frasco através do filtro 1, a extremidade livre 
do filtro 2 foi bloqueada para impedir a entrada de ar atmosférico. Em seguida, para a 
renovação da atmosfera, a extremidade do filtro 2 foi desbloqueada para permitir a 
entrada de ar atmosférico por 30 segundos.  
O procedimento descrito acima foi realizado 5 vezes para cada amostra. As 
agulhas foram higienizadas com álcool 70 % e flambadas entre amostras.  
 
• Detecção da atividade metanotrófica  
 
 A atividade metanotrófica foi determinada com cromátografo HP 6890N de acordo 
com as condições descritas em NAKAYAMA et al., 2011. Para isso, a curva de consumo 
de metano médio entre as triplicata foi plotada e o ajuste da equação da reta foi feito 
para a região de maior inclinação. A equação de regressão linear do tipo E(Y) = α +βx 
foi obtida, na qual β reflete o consumo de metano por hora. A atividade metanotrófica 
(consumo de metano.h-1.célula-1) foi obtida a partir do consumo de metano por hora e da 
contagem de células totais por citometria de fluxo das alíquotas retiradas no tempo zero 
através da seguinte equação: 
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Figura 7: Equação para o cálculo da atividade metanotrófica. 
 
Onde AM é a atividade metanotrófica média, CMH é o consumo de metano/hora 
médio e CT é a contagem de células totais média no tempo zero. 
 O crescimento celular foi acompanhado através de leitura de absorbância a 600 
nm em equipamento Nanodrop (NanoDrop 8000 Spectrophotometer, Thermo Fisher 
Scientific Inc., Wilmington, Estados Unidos). 
 
4.4 Isolamento de bactérias metanotróficas 
 
As culturas RB-1, RB-2, BR-5, S-5 e T-1 foram submetidas à três métodos de 
isolamento: estriamento em Roll-Tube, estriamento em placa de Petri e diluição à 
extinção, com o objetivo de obter isolados de espécies metanotróficas produtoras de 
polihidroxialcanoatos. 
 
● Estriamento em Placa de Petri 
 
Todo o procedimento de inoculação foi realizado em uma câmara de segurança 
biológica e em condições de assepsia. Placas de Petri foram preparadas com Meio NMS 
contendo 2% de ágar. A inoculação foi realizada com o auxílio de uma alça de platina e 
através da técnica de esgotamento em estrias visando a obtenção de colônias isoladas.   
A fim de manter as placas sob uma atmosfera de 1:10 metano:gás atmosférico 
elas foram depositadas em uma jarra de anaerobiose adaptada e previamente 
autoclavada. Para a inserção de metano na jarra foi feito um furo na tampa e este selado 
com um batoque de butila. Através do batoque foi possível realizar o fornecimento de 
metano como descrito no item 4.3 (Figura 8).  
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Figura 8: A: jarra de anaerobiose adaptada para manter as placas de Petri em atmosfera 
de 1:10 metano:ar atmosférico.B: batoque utilizado durante o procedimento de alimentação com 
CH4. 
 
O crescimento de colônias foi acompanhado semanalmente. As colônias 
morfologicamente distintas foram inoculadas em frascos de antibiótico de 30 mL 
contendo 15 mL de meio NMS. Após inoculação os frascos foram selados com batoques 
de butila e lacres de alumínio. As colônias inoculadas foram alimentadas com CH4 para 
a obtenção de uma atmosfera de 1:10 metano:ar atmosférico e incubadas à 30 oC, sob 
agitação de 200 rpm. 
O aumento de turbidez nos frascos do inóculo foi acompanhado para verificar o 
crescimento celular e concentração de CH4 foi acompanhada para detectar o consumo 
de metano. 
 
• Inoculação em Roll-tube 
 
Adaptado do método desenvolvido por HUNGATE, 1969, todo o procedimento de 
inoculação foi realizado em uma câmera de segurança biológica e em condições de 
assepsia. Um volume de10 mL de Meio NMS contendo 2 % de ágar foi inserido em tubos 
Roll-Tube de 100 mL. O meio NMS (ainda líquido) foi inoculado com 0,1 mL da cultura 
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de interesse e lacrados com batoques de borracha e lacres de alumínio. Em seguida os 
tubos foram colocados em posição horizontal em uma bandeja com água e gelo, sendo 
rolados rapidamente para que o meio pudesse se solidificar nas paredes dos frascos 
criando assim uma película interna no tubo. Os tubos foram alimentados com CH4 
seguindo os mesmos procedimentos adotados para a alimentação dos frascos de cultura 
em meio líquido. 
 Os tubos foram armazenados em estufa a 30 oC verticalmente e com a saída 
direcionada para baixo a fim de evitar a lavagem das colônias pela água de condensação 
acumulada ao longo do período de incubação (Figura 9). O crescimento de colônias foi 
verificado semanalmente.  
 
 
Figura 9: Cultivo em meio NMS sólido através da técnica Roll-tube. 
 
• Diluição à extinção 
 
Adaptada do método desenvolvido por BUTTON et al., 1993, a técnica consistiu 
na diluição das culturas (RB-1, RB-2, BR-5, S-5 e T-1) à quase extinção das células no 
meio de cultivo.  
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As culturas foram transferidas para frascos de antibiótico de 30 mL contendo 15 
mL de meio NMS, as tampas foram seladas com batoques de butila e lacres de alumínio, 
os frascos foram alimentados com CH4 para a obtenção de uma atmosfera de 1:10 
metano:ar atmosférico e incubados a 30 oC, sob agitação de 200 rpm. 
Após o consumo total do metano disponível na atmosfera (acompanhado por 
cromatografia gasosa) foram realizadas diluições seriadas em frascos de antibiótico de 
30mL contendo 15 mL de meio NMS até que menos de 100 células pudessem ser 
observadas através de microscopia de contraste de fase.  
As culturas anteriores à diluições com menos de 100 células observadas e que 
apresentavam uma única morfologia foram seladas e submetidas às mesmas condições 
e procedimentos dos frascos inoculados com colônias obtidas nos passos anteriores. 
A concentração de CH4 foi acompanhada para determinar a ocorrência de 
atividade metanotrófica, o aumento da turbidez foi usado como um indicador de 
crescimento celular e a microscopia de contraste de fase foi utilizada para verificar as 
morfologias presentes nos frascos de diluição. 
 
4.5 Caracterização Morfológica 
 
A caracterização morfológica das culturas incluiu a aplicação de métodos para a 
caracterização macroscópica (descrição das colônias) e microscópica (descrição das 
morfologias celulares). As colônias foram caracterizadas quanto à cor, forma, margem e 
elevação. Para a descrição das morfologias celulares, foram feitas observações a fresco 
de alíquotas das culturas em contraste de fase em microscópio Olympus BX51 com 
sistema de captura de imagem CCD Olympus DP72 em aumento de 1000x. 
 
4.6 Coloração com Vermelho do Nilo 
 
A coloração com Vermelho do Nilo foi utilizada como uma triagem para a detecção 
de formações lipídicas associadas à presença polihidroxialcanoatos. Os consórcios RB-
1, RB-2, BR-5, S-5 e a cultura T-1 foram cultivados em meio NMS com 0,5 μL/ml de uma 
solução de Vermelho do Nilo:DMSO (0,25 mg/mL) (SPIEKERMANN et al., 1999). Os 
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inóculos foram observados ao longo do período de consumo de metano em microscópio 
Olympus BX51 com sistema de captura de imagem CCD Olympus DP72 em aumento de 
1000x e luz UV com filtro vermelho. 
 
4.7 Extração de DNA 
 
Duas técnicas foram realizadas para a extração de DNA.  
 
• Extração do DNA para sequenciamento 
 
Antes da extração de DNA as amostras foram pré-processadas em uma câmera 
de segurança biológica em condições de assepsia e com luvas. Alíquotas de 10 mL das 
culturas em meio líquido foram filtradas através de uma membrana de nitrato de celulose 
com um poro de 0,22 μm. Em seguida a membrana foi transferida para um cadinho de 
porcelana. Nitrogênio líquido foi despejado sobre a membrana, que foi macerada com 
auxílio de um pistilo até a desintegração da membrana e formação de um líquido pastoso. 
Volumes de 0,5 mL do macerado foram transferidos para microtubos de polipropileno de 
2,0 mL. 
O DNA genômico do macerado foi extraído utilizando-se o kit DNeasy® Blood & 
Tissue kit (Qiagen, Alemanha), segundo as instruções do fabricante.  
A quantificação do DNA genômico extraído foi feita através do detector de 
fluorescência Qubit 1.0 (Life Technologies, Estados Unidos) com o kit Qubit® dsDNA HS 
Assay Kit (Life Technologies, Estados Unidos). 
 
• Extração de DNA para a reação de PCR  
 
Um volume de 200 mL de cada cultura foram centrifugados por 10 minutos à 4.000 
rpm. O kit PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Life Technologies, USA) foi utilizado para 
a extração do DNA genômico. Foram seguidas as instruções do fabricante.  
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A quantificação do DNA genômico extraído foi feita através do detector de 
fluorescência Qubit 1.0 (Life Technologies, USA) com o kit Qubit® dsDNA HS Assay Kit 
(Life Technologies, USA). 
 
4.8  PCR dos genes funcionais pmoA e phaC 
 
● Amplificação do gene rRNA16S  
 
Para a amplificação do gene rRNA16S de bactérias foram empregados os primers 
515F (5’ GTG CCA GCM GCC GCG GTA A 3’) (CAPORASO et al., 2011) e o 926R (5’ 
CCG YCA ATT YMT TTR AGT TT 3’) (PARADA; NEEDHAM; FUHRMAN, 2016). A 
reação empregada foi a seguinte: (para 25 μL): 12,50 μL de GoTaq Green Master Mix 
(Promega, Estados Unidos) (2x), 1,25 μL de DMSO, 2,5 μL do primer F (20mM), 2,5 μL 
do primer R (20mM), 2 μL de DNA e 3 μL de água ultrapura.  
As reações da cadeia foram realizadas no termociclador Veriti (Applied 
Biosystems) (Tabela 1). 
 
Tabela 1: Reação de PCR para rRNA 16S. 
Ciclos Temperatura 
(°C) 
Tempo 
- 95 3 min 
30 95 45 sec 
30 53 45 sec 
30 68 1:30 min 
- 68 5 min 
 
O gel de agarose foi preparado na concentração de 1,2 % em 40 mL de buffer 
TAE e 2 μL de Invitrogen™ SYBR™ Safe DNA Gel Stain. Como controle positivo foi 
utilizado DNA extraído de cultura de E. coli. 
 
● Amplificação do gene pmoA  
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Para a amplificação do gene pmoA foram empregados os primers A189 (5’ GGN 
GAC TGG GAC TTC TGG3’) (HOLMES et al., 1995) e mb661(5’ CCG GMG CAA CGT 
CYT TAC C 3’) (COSTELLO, 1999). A reação empregada foi (para 25 μL): 12,50 μL de 
GoTaq Green Master Mix (Promega, Estados Unidos) (2x), 1,25 μL de DMSO, 0,25 μL 
de Acrilamida (10mg/mL), 0,5 μL de BSA(10 mg/mL),0,1μL de SSB (1000 ng/mL), 1 μ do 
primer F (20mM), 1 μL do primer R (20 mM), 5 μL de DNA e 4,65 μL de H2O ultrapura, 
adaptado de (FREITAG et al., 2010).  
As reações foram realizadas no termociclador Veriti (Applied Biosystems) (Tabela 
2). 
 
Tabela 2: Reação de PCR para o gene pmoA. 
Ciclos Temperatura 
(°C) 
Tempo 
- 95 3 min 
45 95 30 sec 
45 56 30 sec 
45 72 30 sec 
- 72 7 min 
Fonte: Baseado em (FREITAG et al., 2010). 
 
O gel de agarose foi preparado na concentração de 1,2 % em 40 mL de buffer 
TAE e 2 μL de Invitrogen™ SYBR™ Safe DNA Gel Stain. Como controle positivo utilizou-
se cultura de Methylocystis sp. 
 
● Amplificação do gene phaC  
 
Os primers phaCF-M (5′-ATCAAYAARTTCT ACRTBCTCGAYCT-3′) e phaCR- M 
(5′ATGTAATTGTTGAYGAMRWAGGWCCA-3′) (PIEJA; ROSTKOWSKI; CRIDDLE, 
2011) foram utilizados para a amplificação do gene phaC. A reação empregada foi (para 
cada reação de 25 μL): 12,50 μL de GoTaq Green Master Mix (Promega, Estados 
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Unidos) (2x), 1,25 μL de DMSO, 0,25 μL de Acrilamida (10 mg/mL), 0,5 μL de BSA (10 
mg/mL),0,1 μL de SSB (1000 ng/mL), 1 μL do primer F (20 mM), 1 μL do primer R 
(20mM), 5 μL de DNA e 4,65 μL de H2O ultrapura. As reações foram realizadas no 
termociclador Veriti (Applied Biosystems (Tabela 3).  
 
Tabela 3: Reação de PCR para o gene pmoA. 
Ciclos Temperatura 
(°C) 
Tempo 
- 95 10 min 
35 94 20 sec 
35 57 45 sec 
35 72 1 min 
- 72 1 min 
 
O gel de agarose foi preparado na concentração de 1,2 % em 40 mL de buffer 
TAE e 2 μL de  Invitrogen™ SYBR™ Safe DNA Gel Stain, adaptado de (PIEJA; 
ROSTKOWSKI; CRIDDLE, 2011). 
Controle positivo: amostra de DNA de Methylobacterium mesophilium (SR1-6/6) 
cedida pelo Prof. Dr. Wellington Luiz de Araújo, do Instituto de Ciências Biomédicas da 
Universidade de São Paulo.  
 
4.9 Sequenciamento do gene RNAr em plataforma Illumina Miseq  
 
O DNA genômico total obtido através da extração mencionada no Item 4.4.1 foi 
enviado para a empresa Mr DNA/Molecular Research (Estados Unidos) para 
sequenciamento do gene 16S RNAr pela plataforma Illumina MiSeq.  
O processo visou a amplificação da região hipervariável V4 do gene RNAr 16S 
através do uso dos primers universais 515F (5’-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3’) e 
926R (5’- CCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3’), com uma sequência da adaptadores 
específicos para a plataforma: Forward 5’- 
46 
 
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCT-3’ e Reverse: 5’- 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-3’.  
Duas reações de PCR foram realizadas pela empresa Mr DNA/Molecular 
Research (Estados Unidos). A primeira reação consistiu na desnaturação de 95 ºC por 3 
minutos, seguida de 35 ciclos a 95 ºC por 30 segundos, anelamento a 57 °C por 30 
segundos, extensão a 72 °C por 30 segundos e extensão final a 72 °C por 5 minutos. A 
segunda reação foi realizada para adicionar índices em cada amplicon do gene RNAr 
16S para a construção de bibliotecas. As últimas foram purificadas por beads magnéticas 
com o kit AMPure XP beads, quantificadas e normalizadas. A etapa final de pooling foi 
realizada agrupando-se todas as bibliotecas e sequenciando na plataforma MiSeq.  
Os dados obtidos a partir do sequenciamento foram analisados com o pipeline 
Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME) e Usearch (V. 9)  
Com o auxílio da ferramenta Usearch 8 as sequências foram filtradas e apenas as 
sequências únicas foram selecionadas. Valores de abundância foram atribuídos para 
cada uma. 
As sequências com 97 % de similaridade e distância de 3 % foram distribuídas em 
Unidades Taxonômicas Operacionais (OTU’s) através do comando ‘./usearch -
cluster_otus’. Tal comando também faz a remoção de quimeras.  
A classificação das sequências foi realizada utilizando-se o banco de dados Silva 
132 (QUAST et al., 2013) e os gráficos de taxonomia foram construídos com o programa 
R. 
 
4.10 Ensaio de consumo de metano associada à produção de 
polihidroxialcanoatos   
 
As culturas foram repicadas em frascos reagentes de 250 mL contendo 125 mL 
de meio NMS; o inóculo correspondeu à 10 % do meio líquido. Os frascos foram lacrados, 
foi fornecido metano correspondente a 10 % da atmosfera do frasco (metano:ar 
atmosférico 1:10) e incubados a 30 oC sob agitação de 200 rpm. Depois que a cultura 
atingiu a fase exponencial de crescimento, uma alíquota foi retirada para a inoculação 
da curva de ensaio de produção.  
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O inóculo foi repicado em triplicata (RB-5 (1), RB-5 (2) e RB-5 (3)) em frascos 
reagentes de 500 mL contendo 250 mL de Meio NMS com 0,5 μL/ml de uma solução de 
Vermelho do Nilo:DMSO (0,25 mg/mL), o inóculo correspondeu a 10 % do meio líquido. 
Os frascos foram lacrados, alimentados com metano correspondente a 10 % da 
atmosfera do frasco, metano:ar atmosférico 1:10 e incubados à 30 oC sob agitação de 
200 rpm. 
A concentração de metano foi verificada a cada seis horas por 48 horas, por 
cromatografia gasosa (item 4.3). Nos intervalos para medida do metano também foram 
retiradas amostras de 3 mL para posterior análise microscópica das células coradas com 
vermelho do Nilo (item 4.6), contagem de células por citometria de fluxo no Attune NxT 
Flow Cytometer (Thermofisher Scientific), seguindo metodologia descrita por BERGO et 
al., 2017; MARIE et al., 1999,  extração de DNA (item 4.7) e medida de absorbância (item 
4.3). Alíquotas de 1mL também foram centrífugadas a 4.000 rpm por 10 minutos e o 
sobrenadante armazenado a -20 oC  para posterior análise do conteúdo de formiato ao 
longo do ensaio de produção.  
Após 48 horas (término do ensaio) o frasco foi sacrificado e as células colhidas 
por centrifugação, lavadas, congeladas e liofilizadas. A massa celular foi determinada 
pelo peso celular seco. A presença de PHA’s foi determinada por meio da propanólise.  
A concentração de polihidroxialcanoatos foi determinada por cromatografia 
gasosa, de acordo com BOCANEGRA et al., 2013 no cromatógrafo Agilent 7890A CG 
System  (Agilent Technologies) equipado com uma coluna HP-5MS (30 m x 0,250 mm x 
0,25 µm). PHA’s de composição conhecida foram utilizados como padrão para 
identificação dos monômeros 3-hidroxibutirato (3HB), 3-hidroxivalerato (P3HV) 3-
hidroxihexanoato (3HHx), 3-hidroxiheptanoato (P3HHp) 3-hidroxioctanoato (3HO), 3-
hidroxinonanoato (P3HN), 3-hidroxidecanoato (3HD),  3-hidroxiundecenoato (P3HU) e 3-
hidroxidodecanoato (3HDd)  
A partir dos dados de consumo de metano e densidade de células ao longo do 
período de incubação, estimou-se a atividade metanotrófica (Item 4.3). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 Isolamento  
 
Devido à necessidade de se manter uma atmosfera com metano, o cultivo de 
metanotróficas em meio sólido pode ocorrer em placas de Petri desde que a atmosfera 
de armazenamento das placas seja controlada. O cultivo em meio sólido também pode 
ser realizado utilizando-se a técnica Roll-tube (HUNGATE, 1969). Inicialmente esta 
técnica foi desenvolvida para o cultivo de microrganismos anaeróbios estritos, mas a 
possibilidade de controle da atmosfera pode torná-la eficaz para o cultivo de 
metanotróficas (LIOTTI, 2007). 
O procedimento de isolamento a partir das culturas (T-1, S-5, RB-1, RB-2 e RB-5) 
gerou colônias isoladas a partir do cultivo em placa de Petri e culturas morfologicamente 
únicas a partir da diluição à extinção. Entretanto, as culturas obtidas não apresentam 
consumo de metano.  
A obtenção de culturas metanotróficas puras é um desafio pois os cultivos 
metanotróficos possuem uma alta taxa de contaminação por outros organismos e muitas 
espécies metanotróficas não crescem ou crescem lentamente em ágar. (BUTTON et al., 
1993). Além disso, apesar de não dependerem da presença de organismos 
heterotróficos, essas culturas podem se beneficiar da sua presença devido à remoção 
de bioprodutos tóxicos, como o formaldeído. A dificuldade na obtençao de isolados 
metanotróficos já foi observada anteriormente, sendo que alguns organismos crescem 
melhor em culturas mistas ("WISE; MCARTHUR; LAWRENCE, 1999; WHITTENBURY; 
PHILLIPS; WILKINSON, 1970). A Hypomicrobium, por exemplo, é conhecida por co-
purificar com metanotróficas, assim como outras bactérias que são capazes de utilizar 
metanol ou produtos excretados pelas metanotróficas ("WISE; MCARTHUR; 
LAWRENCE, 1999). 
 
• Placa de Petri 
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A partir do cultivo em placa de Petri foram obtidas após cerca de 4 semanas: 3 
colônias distintas provenientes da inoculação da cultura T-1 (T-1 C1, T-1 C2 e T-1 C3), 
2 colônias da cultura S-5 (S-5 C1 e S-5 C-2), 2 colônias da cultura RB-1 (RB-1 C1 e RB-
1 C2), duas da RB-2 (RB-2 C1 e RB-2 C2) e duas da RB-5 (RB-5 C1 e RB-5 C2) (Tabela 
4 e Apêndice B).  
Nenhuma das colônias obtidas apresentou atividade metanotrófica (consumo de 
metano) ou aumento de turbidez após inoculação em meio NMS. A concentração do gás 
foi acompanhada pelo período de duas semanas.   
 
Tabela 4: Caracterização morfológica das culturas. 
 
Cultura Colônia Caracterização 
T-1 
T-1 C1 Circular, elevada, lisa coloração amarelada e cremosa. 
T-1 C2 Circular, plana, lisa coloração bege e cremosa. 
T-1 C3 Circular, plana, ondulada, coloração bege clara e opaca. 
S-5 
S-5 C1 Circular, plana, ondulada, coloração bege clara e opaca. 
S-5 C2 Circular, plana, lisa coloração bege e cremosa. 
RB-1 
RB-1 C1 Circular, plana, ondulada, coloração bege clara e opaca. 
RB-1 C2 Circular, plana, lisa coloração bege e cremosa. 
RB-2 
RB-2 C1 Circular, plana, ondulada, coloração bege clara e opaca. 
RB-2 C2 Circular, plana, lisa coloração bege e cremosa. 
RB-5 
RB-5 C1 Circular, plana, ondulada, coloração bege clara e opaca. 
RB-5 C2 Circular, plana, lisa coloração bege e cremosa. 
 
 
Roll-Tube 
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Os primeiros indícios de crescimento foram observados em todos os frascos após 
13 dias de incubação. Durante a incubação ocorreu a formação de água de condensação 
do meio sólido, resultando em um acúmulo de líquido no fundo do frasco (já esperado) e 
na lavagem das colônias de superfície, impossibilitando a coleta de colônias individuais 
para o cultivo em meio líquido (Figura 10). 
 
 
Figura 10: Roll-Tube inoculado com alíquota da cultura RB5. Destaque para o 
crescimento não individual de colônias. 
 
• Diluição à extinção 
 
A cultura T-1 foi diluída até 10-14, a S-5 a 10-15, a RB-1 a 10-11, a RB-2 a 10-12 e a 
RB-5 a 10-19.  Nenhuma diluição, com apenas uma morfologia, apresentou crescimento 
celular (indicado por turbidez do frasco) ou consumo de CH4 em um período de cerca de 
7 dias (acompanhado por cromatografia gasosa). A técnica de diluição à extinção já foi 
utilizada com sucesso para o isolamento de microorganismos oxidadores de metano 
(HOEFMAN et al., 2012), no entanto o sucesso no emprego dessa técnica está 
fortemente associada à dominância desses microorganismo na cultura sendo 
processada (BUTTON et al., 1993). 
Dada a dificuldade de obter e manter culturas metanotróficas puras e 
considerando que trabalhos obtiveram êxito na produção de PHA por culturas mistas 
contendo metanotróficas (HELM et al., 2006; MYUNG et al., 2015a; WENDLANDT et al., 
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2001), decidiu-se os cultivos mistos para os ensaios de consumo de metano e produção 
de PHA.   
 
• Microscopia de contraste de fase (preparo a fresco) 
 
As microscopias de contraste de fase confirmam que não foi possível a obtenção 
de culturas metanotróficas puras, todas as culturas foram acompanhadas durante os 
experimentos e todas apresentam mais de uma morfologia.  
Na cultura T-1 foram identificadas ao menos três morfologias distintas (Figura 11). 
Foram observados três bacilos de larguras e comprimentos diferenciados, sendo que um 
deles apresentava levemente um formato de vibrião. É importante ressaltar que a 
composição morfológica da cultura mudou drasticamente ao longo do período de 
incubação/enriquecimento, registros obtidos no início dos experimentos indicam a 
presença apenas de bacilos finos e compridos (Figura 11d). 
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Figura 11: Microscopia de contraste de fase à fresco da cultura T-1. As células marcadas 
com círculo vermelho indicam diferentes morfologias observadas. A: Aglomerado de células com 
diferentes morfologias. B: Bacilo com formato de vibrião. C: Bacilos comuns na microscopia de 
contraste de fase à fresco da cultura T-1. D: Bacilo comum no início do processo de incubação.  
 
A cultura S-5 apresenta ao menos duas morfologias de bacilos distintas, bacilos 
finos e comprido e um com o formato levemente de vibrião (Figura 12). Também foi 
possível observar um aglomerado de células que foi associado com a presença de uma 
célula com uma hifa em uma das extremidades (Figura 12b).  
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Figura 12: Microscopia de contraste de fase à fresco da cultura S-5. As células marcadas 
com círculo vermelho indicam diferentes morfologias observadas. A: Campo mostrando a 
distribuição das células com morfologia de vibrião. B: Aglomerado de células. C: Bacilos 
compridos. D: Bacilo com formato de vibrião. 
  
Assim como observados na cultura S-5, nas culturas RB-1 foram observadas duas 
morfologias de bacilos distintas, bacilos finos e compridos e um com o formato levemente 
de vibrião (Figura 13). Além do aglomerado de células associados com a presença de 
uma célula com uma hifa em uma das extremidades.  
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Figura 13: Microscopia de contraste de fase à fresco da cultura RB-1. As células 
marcadas com círculo vermelho indicam diferentes morfologias observadas. A: Campo 
mostrando a distribuição de diferentes morfologias. B: Bacilo comprido. C: Bacilo com formato 
de vibrião. D: Aglomerado de células.  
 
A cultura RB-2 foi a que apresentou as maiores e mais frequentes aglomerações 
de células. Foram observados cocos e duas morfologias de bacilos distintas, bacilos finos 
e compridos e um com o formato levemente de vibrião (Figura 14). 
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Figura 14: Microscopia de contraste de fase à fresco da cultura RB-2. As células 
marcadas com círculo vermelho indicam diferentes morfologias observadas.  A: Campo 
mostrando a distribuição de diferentes morfologias. B: Bacilo com formato de vibrião. C: 
Aglomerado de células. D: Bacilo comprido. 
 
Na cultura RB-5 foram observados cocos e duas morfologias de bacilos distintas, 
bacilos finos e compridos e um com o formato levemente de vibrião (Figura 15). Também 
foram observadas aglomerações de células e a célula com a hifa associada ao 
fenômeno.  
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Figura 15: Microscopia de contraste de fase à fresco da cultura RB-5. As células 
marcadas com círculo vermelho indicam diferentes morfologias observadas. A: Campo 
mostrando a distribuição de diferentes morfologias. B: Célula com hifa. C: Bacilo com formato de 
vibrião. D: Bacilo comprido.  
 
5.2 Coloração com Vermelho do Nilo 
 
A detecção do acúmulo de PHB nas células pode ser feita através de microscopia 
(MADIGAN; MARTINKO; BENDER, 2016). O vermelho do Nilo é um corante largamente 
utilizado para corar os grânulos de PHB (LÓPEZ-CORTÉS; LANZ-LANDÁZURI; 
GARCÍA-MALDONADO, 2008; SUNDSTROM; CRIDDLE, 2015). Já a produção do 
polímero pode ser acompanhada em métodos baseados em cromatografia gasosa 
(BRAUNEGG; SONNLEITNER; LAFFERTY, 1978; PIEJA; ROSTKOWSKI; CRIDDLE, 
2011; RIIS; MAI, 1988; SUNDSTROM; CRIDDLE, 2015). 
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Os resultados obtidos com a coloração com Vermelho do Nilo na etapa 2 
(identificação e triagem de culturas produtoras), indicaram a presença de formações 
lipídicas hidrofóbicas em todas as culturas durante o período de incubação, em cerca 
de uma semana após o repique (Figura 16 à 20). Culturas microbianas mistas podem 
acumular carbono como reserva de energia quando mantidas em condições transientes 
de fornecimento de carbono, nesse caso, o CH4 (BECCARI et al., 1998; MAJONE; 
DIRCKS; BEUN, 1999). O acúmulo de carbono ocorre durante o período de fartura do 
substrato como uma estratégia de sobrevivência para o período de fome que virá a 
seguir, nessas condições também é esperado que o substrato seja consumido mais 
rápido (MAJONE; DIRCKS; BEUN, 1999). 
 
Figura 16: Microscopias da cultura T1. A: Contraste de fase. B: Vermelho do Nilo. 
 
 
Figura 17: Microscopias da cultura S5.  A: Contraste de fase. B: Vermelho do Nilo. 
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Figura 18: Microscopias da cultura RB1.  A: Contraste de fase. B: Vermelho do Nilo. 
 
 
Figura 19: Microscopias da cultura RB2.  A: Contraste de fase. B: Vermelho do Nilo. 
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Figura 20: Microscopias da cultura RB5.  A: Contraste de fase. B: Vermelho do Nilo. 
 
Nessas condições transientes é esperado que os microrganismos capazes de se 
adaptar à transição entre períodos de fome e fartura sejam selecionados, sendo assim, 
os microrganismos capazes de acumular reservas poliméricas (e.g. Methylocystis, 
Pseudomonas e Hyphomicrobium) teriam uma vantagem competitiva sob os demais 
(MAJONE; DIRCKS; BEUN, 1999; PIEJA; SUNDSTROM; CRIDDLE, 2012) 
 
5.3  PCR dos genes funcionais de interesse 
 
A partir do DNA extraído (T-1= 87,5 ng/μL, S-5=56,5 ng/μL, RB-1=27,9 ng/μL, RB-
2=84,3 ng/μL e RB-5=56,4 ng/μL) foram realizadas as PCR’s dos genes funcionais de 
interesse. 
A triagem foi bem sucedida. Os genes de interesse, RNAr 16S, pmoA e phaC, 
foram detectados em todas as culturas (T-1, S-5, RB-1, RB-2 e RB-5).  
 
 
• Amplificação do gene rRNA16S 
Os resultados obtidos a partir da reação de PCR confirmam a presença do gene 
16S em todas as culturas analisadas (Figura 21). 
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Figura 21: Gel Agarose com os resultados referentes ao PCR do gene rRNA16S. 
 
• Amplificação do gene pmoA  
 
 
O gene pmoA codifica uma subunidade da pMMO (HANSON; HANSON, 1996). 
Essa forma da enzima ocorre em todas as bactérias metanotróficas, com exceção da 
Methylocella silvestris e por isso é um marcador genético importante no estudo das 
comunidades metanotróficas (DUNFIELD et al., 2003). 
Os resultados obtidos a partir da reação de PCR confirmam a presença do gene 
pmoA em todas as culturas analisadas (Figura 22). 
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Figura 22: Gel Agarose com os resultados referentes ao PCR do gene pmoA. 
 
• Amplificação do gene phaC 
 
Os resultados da triagem para a presença do gene phaC foram positivos para 
todas as culturas analisadas (Figura 23).  
 
 
Figura 23: Gel Agarose com os resultados referentes ao PCR do gene phaC. 
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5.4 Illumina Miseq (Identificação das culturas) 
 
A identificação dos microorganismos presentes em amostras ambientais ou em 
cultivos pode ser realizada através da técnica de sequenciamento em plataforma Illumina 
MiSeq. 
As análises iniciais referentes ao sequenciamento a partir do DNA extraído (T-1= 
4,23 ng/μL, S-5=2,6 ng/μL, RB-1=15 ng/μL, RB-2=5,3 ng/μL e RB-5=16,4 ng/μL) indicam 
o predomínio de organismos do Domínio Bacteria em todos os cultivos, sendo o Filo 
Proteobacteria o mais abundante com uma representação de 89,22 % na cultura T-1, 
92,66 % na RB-1, 93,33 % na RB-2, 95,34 % na RB-5 e 93,52 % na S-5 (Figura 24).  
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Figura 24: Gráfico de barras evidenciando a abundância dos filos do Domínio Bactéria mais representativos (abundância superior à 
0,1%) das culturas T-1, S-5, RB-1, RB-2 e RB-5. 
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Em todas as culturas, exceto a T-1, o segundo Filo mais abundante do Domínio 
Bacteria foi o Verrucomicrobia com representações variando entre 3,34 % e 6,05 %. Na 
cultura T1- o segundo filo mais abundante foi o Bacteroidetes com uma representação 
de 5,70 % seguido pelo Filo Acidobacteria com 3,02 %. 
A Classe com a maior representação, em todas as culturas, exceto a RB-2, foi a 
Alfa-proteobactéria (Filo Proteobacteria) . As classes Gama-proteobacteria (Filo 
Proteobacteria)  e Verrucomicrobiae (Filo Verrucomicrobia) também tiveram uma 
contribuição significativa. Apesar de Alfa-proteobactéria representar 41,49% da cultura 
RB-2, a classe mais representativa na cultura foi Gamma-proteobacteria com 51,41% 
(Figura 25). 
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Figura 25: Gráfico de barras evidenciando a abundância das Classes do Domínio Bactéria mais representativas (abundância 
superior à 0,1 %) das culturas T1, S5, RB1, RB2 e RB5. 
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A cultura T-1 apresentou uma representação de 2,82 % da Classe Blastocatellia 
(Filo Acidobacteria) e cerca de 5,52 % da Classe Ignavibacteria (Filo Bacteroidetes). As 
Classes mais abundantes observadas foram Alfa-proteobactéria (47,02 %) e Gama-
proteobactéria (41,89 %). 
A Classe mais abundante observada na cultura S-5 foi Alfa-proteobactéria (53,17 
%), as demais Classes mais abundantes foram Gama-proteobactéria (39,97 %) e 
Verrucomicrobiae (4,84 %). 
A maior representação da Classe Gama-proteobactéria foi observada na cultura 
RB-2 (51,41 %), seguida pela Alfa-proteobactéria (41,49 %). Verrucomicrobiae teve uma 
representação de 5,14%. 
Na cultura RB-1 a Classe Alfa-proteobactéria teve uma representação de cerca 
de 78,80 %. A segunda Classe mais abundante foi Gama-proteobacteria com cerca de 
13,45 %. Verrucomicrobiae foi a terceira Classe mais abundante com 6,05 %, 
A cultura RB-5 foi a cultura que apresentou a maior abundância de Alfa-
proteobactéria, cerca de 85,76 %. A segunda Classe mais abundante nessa cultura foi 
Gama-proteobactéria com 9,19 % seguida por Verrucomicrobiae com 3,34 %.   
O gênero Methylocystis (Proteobacteria- Alfa-proteobactéria), grupo de 
organismos metanotróficos, foi o mais abundante nas culturas S-5 (38,83 %), RB-1 
(68,53 %), e RB-5 (75,52 %) (Figura 26). Na cultura T-1 o gênero mais abundante 
observado foi um não cultivado (28,00 %) dentro da Classe Alfa-proteobacteria, seguido 
pelas Pseudoxanthomonas (23,97%), sendo que Methylocystis obteve uma 
representação de 12,31%, sendo o terceiro gênero mais abundante. Já na cultura RB-2 
o gênero mais abundante foi Ramlibacter (36,66 %), seguido por Methylocystis (21,28 
%).  
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Figura 26: Gráfico de barras evidenciando a abundância dos Gêneros do Domínio Bactéria mais representativos (abundância 
superior à 0,1 %) das culturas T-1, S-5, RB-1, RB-2 e RB-5. 
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Methylocystis é um gênero metanotrófico do tipo II potencialmente produtor de 
PHA, com taxas de conversão que chegam à representar 51 - 52 % da biomassa celular 
mesmo sob condições não estéreis (ASENJO; SUK, 1986; RAHNAMA et al., 2012; 
WENDLANDT et al., 2005, 2001). 
O NMS, meio utilizado durante esse estudo, é um dos meios de cultivo mais 
utilizados para o enriquecimento de metanotróficas (WHITTENBURY; PHILLIPS; 
WILKINSON, 1970). Este meio favorece o enriquecimento de metanotróficas do tipo II, 
potencialmente produtoras de PHA, ("WISE; MCARTHUR; LAWRENCE, 1999) e por isso 
é largamente utilizado em estudos que visam o enriquecimento de culturas produtoras 
de polihidroxibutiratos (KARTHIKEYAN et al., 2015). 
O gênero Pseudoxanthomonas, segundo mais abundante na cultura T-1, já foi 
observado como dominante em consórcios metano-heterotróficos,  Essas bactérias 
podem consumir os subprodutos da oxidação do metano. (KARTHIKEYAN et al., 2015).  
O gênero Pseudomonas esteve presente em todas as culturas e teve uma 
representação significativa nas culturas S-5 (24,16 %) e RB-2 (12,72%).  
Pseudomonas e Hyphomicrobium são exemplos de organismos capazes de 
consumir o formiato produzido durante o metabolismo da bactéria metanotrófica presente 
nos cultivos: Methylocystis (HANSON; HANSON, 1996; HRSAK; BEGONJA, 2000; 
ZHANG et al., 2017; DANIEL et al., 1992; KHOSRAVI-DARANI et al., 2013). 
 A Hypomicrobium é uma metilotrófica estrita, capaz de fixar N2 (RAINEY et al., 
1998). Já as Pseudomonas utilizam compostos C1 e compostos multi-carbonos, elas 
também são capazes de fixar N2 (KESHAVARZ; ROY, 2010). As Pseudomonas podem 
chegam a acumular até 79% da sua massa celular em forma de polímeros a partir do 
metanol, usualmente as espécies de Pseudomonas são capazes de acumular PHA’s 
como monômeros de cadeia média (KHOSRAVI-DARANI et al., 2013; MOŻEJKO-
CIESIELSKA; KIEWISZ, 2016). 
Além disso, a partir do formiato, estes organismos - Pseudomonas e 
Hyphomicrobium -  podem participar ativamente na produção do PHA’s (DANIEL et al., 
1992; KALLIO; HARRINGTON, 1960; KESHAVARZ; ROY, 2010; ZHAO et al., 1993). 
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A Achromobacter, presente na cultura S-5 (1.76%), é um bacilo metilotrófico capaz 
de crescer em metanol, esses organismos já foram utilizados para compor consórcios 
metanotróficos-heterotróficos, sua presença em cultivos onde o CH4 é a única fonte de 
carbono não é incomum (ANTHONY, 1983; HO et al., 2014; OSHKIN et al., 2014). O 
genêro Bosea presente em baixas concentrações em todos os cultivos, entre 1.3 % e 
3.36 %, já foi observado em enriquecimentos metanotróficos-heterotróficos onde o CH4 
era a única fonte de metano (HELM et al., 2006; OSHKIN et al., 2014). 
A Ramlibacter,  gênero mais abundante na RB-2,  com 36,66 %, é uma bactéria 
gram-negativa sensível à presença de nitrogênio no meio (HEULIN et al., 2003; SHANG; 
YI, 2015). Ela pode assumir a forma de bacilos ou cistos, em ambas as morfologias há a 
presença de polihidroxialcanoatos na célula (HEULIN et al., 2003). Com crescimento 
ótimo à 30 oC, a Ramlibacter é capaz de reduzir o nitrato à nitrito e de oxidar piruvato e 
polihidroxibutirato (HEULIN et al., 2003).  
O gênero Lacunisphaera, observado em todos os cultivos, foi proposto por RAST 
et al., 2017. Esse gênero conta com espécies que possuem paredes celulares com 
peptideoglicano, o que não é comum na Família a qual pertencem, Opitutae.  
A análise indicou a presença de diversos grupos microbianos com ocorrência 
abaixo de 0,1%, incluindo membros do Domínio Archaea.  
O sequenciamento de nova geração está limitado à baixa qualidade dos dados 
brutos nas plataformas de sequenciamento (SHENDURE; JI, 2008).  A Plataforma 
Illumina Miseq possui uma taxa de erro bruto observada de 0.80% (QUAIL et al., 2012).  
Esperava-se que culturas enriquecidas por um longo período de tempo e que 
passaram por etapas de isolamento não apresentassem uma comunidade tão diversa 
quanto a observada. O substrato fornecido foi apenas o CH4, porém a presença de 
organismos heterotróficos em microcosmos com esse gás como a única fonte de carbono 
não é incomum (ZHANG et al., 2017). 
HO et al., 2014 observaram uma relação positiva entre a riqueza de 
microrganismos heterotróficos e a taxa de oxidação do CH4. O estabelecimento de 
consórcios metanotróficos-heterotróficos podem tornar uma cultura mais robusta a 
mudanças ambientais, quando comparada com um cultivo puro (HRSAK; BEGONJA, 
2000). 
70 
 
As bactérias metanotróficas podem contribuir para o metabolismo heterotrófico 
em consórcios metano-heterotróficos através da disponibilização de carbono para os 
demais organismos (e.g. conversão do CH4 à CH3OH, produção de exopolissacarídeos). 
(BOWMAN, 2006; STOCK et al., 2013). Já os organismos heterotróficos podem estimular 
o metabolismo metanotrófico através da remoção de produtos tóxicos ou fornecimento 
de nutrientes (HRSAK; BEGONJA, 2000; IGUCHI; YURIMOTO; SAKAI, 2011). 
Em relação à produção de PHA em consórcios metanotróficos-heterotróficos, 
ZHANG et al. (2017), levantaram a hipótese de que uma maior porcentagem de 
microrganismos heterotróficos em relação aos metanotróficos beneficiaria a produção do 
biopolímero. Apenas os cultivos RB-1 e RB-5 apresentaram predominância de 
sequências de bactérias metanotróficas em relação a outros grupos heterotróficos. 
 
5.5  Ensaio de consumo de metano associada à produção de  
polihidroxialcanoatos  
 
A cultura RB-5 foi selecionada para o ensaio de consumo de metano associado à 
produção de PHA pois foi a cultura com a maior porcentagem de organismos 
metanotróficos, de acordo com os resultados obtidos a partir do sequenciamento do gene 
RNAr 16S (item 4.9). 
• Consumo de metano e crescimento celular 
O consumo de CH4 cessou após 48 horas de experimento. O consumo de metano 
observado foi compatível com o crescimento celular aferido através da citometria de fluxo 
(Gráfico 1). É possível observar que o número de células continuou crescendo mesmo 
após o consumo CH4  ter cessado, indicando que o gás não foi um fator limitante e a 
atividade de outros grupos não metanotróficos presentes na cultura.  
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Gráfico 1: Consumo de CH4 e crescimento celular. Valores médios para as triplicatas da 
cultura RB-5.  
 
Os valores de absorbância seguiram uma tendência similar à observada pelos 
dados da citometria de fluxo (Gráfico 2). O crescimento celular pode ser acompanhado 
pela leitura da absorbância da cultura a 600 nm (KARTHIKEYAN et al., 2015). No caso 
das metanotróficas, a taxa de consumo do CH4 também pode ser utilizada como indício 
do crescimento celular (HANSON; HANSON, 1996).  
ZUNIGA et al., (2011) observaram, durante um ensaio de produção de P3HB, um 
consumo de CH4  de 17 mg CH4 g−1 h−1  para um consórcio metanotrófico-heteretrófico e 
100 mg CH4 g−1 h−1  para um isolado de Methylobacterium organophilum.  
 
72 
 
 
Gráfico 2: Contagem de células por meio da técnica de citometria de fluxo e absorbância. 
Valores médios para as triplicatas da cultura RB-5. 
 
HENRYSSON et al., (1993), não observaram uma relação direta entrre o aumento 
da absorbância e a produção de PHB. 
As primeiras evidências de PHA nas lâminas de  microscopia apareceram a partir 
da sexta hora, porém durante as 48 horas do experimento o sinal variou entre inexistente 
e fraco, pouquíssimas células apresentavam uma fluorescência forte.  
Durante o mês de novembro, cerca de 7 meses antes da realização do ensaio de 
produção, o shaker onde as culturas eram mantidas apresentou mau funcionamento 
chegando à temperatura de 40 oC, mantida por aproximadamente 4 dias e possivelmente 
prejudicando a comunidade microbiana presente nos frascos. Após o ocorrido as culturas 
foram repicadas em meio NMS. A absorbância e consumo de metano foram 
acompanhados para verificar a viabilidade das culturas, após um período de cerca de 30 
dias o consumo de metano foi reestabelecido. Entretanto, esse impacto nas culturas 
pode estar relacionado com a baixa frequência de células fluorescentes observada, 
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quando comparada aos resultados obtidos durante a etapa de detecção e triagem, 
quando claramente havia um maior número de células com uma forte fluorescência.  
O cultivo de culturas metanotróficas visando a produção de PHB usualmente 
ocorre em temperatura ambiente (20 oC - 25 oC) ou fixada a 30 oC (KARTHIKEYAN et 
al., 2015; PIEJA; ROSTKOWSKI; CRIDDLE, 2011; SUNDSTROM; CRIDDLE, 2015; 
ZUNIGA et al., 2011). 
No caso do cultivo em meio líquido em frascos reagentes faz-se importante a 
manutenção das culturas em shakers em rotações entre 150 rpm e 200 rpm para garantir 
que o CH4 e o O2 fiquem disponíveis para todos os organismos presentes na amostra 
(KARTHIKEYAN et al., 2015; PIEJA; ROSTKOWSKI; CRIDDLE, 2011; ZUNIGA et al., 
2011). 
O sucesso de um cultivo em laboratório depende diretamente da capacidade de 
reproduzir as condições ambientais ótimas e da disponibilidade de recursos que o 
microrganismo encontra no meio natural. Para isso é necessário o controle de variáveis 
como temperatura, luminosidade, pH e acesso aos nutrientes. 
 
• Atividade metanotrófica média 
 
O consumo médio de metano por hora obtido através da equação da reta foi de 
0.014 mmoles.h-1 (Gráfico 3). A atividade metanotrófica correspondente foi de 1.42747 
x-08 mmoles.h-1.célula-1.  Os três ultimos ultimos pontos (horas 36, 42 e 48 foram 
descartados) porque nesse momento o consumo de CH4 já havia cessado.  
 
74 
 
 
Gráfico 3: Ajuste por regressão linear do setor de maior inclinação da curva de consumo 
de metano para o cálculo da atividade metanotrófica. Valores médios para as triplicatas da cultura 
RB-5.  
É possível reparar, por meio do Gráfico 3, que houveram dois momentos 
importantes durante o consumo de CH4. O primeiro foi entre a hora 0 e a hora 25. O 
consumo médio de metano nesse momento foi de 0.0094 mmoles.h-1, com uma atividade 
metanotrófica correspondente de 9.58443 x10-09 mmoles.h-1.célula-1 (Gráfico 4).  
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Gráfico 4: Ajuste por regressão linear do setor de maior inclinação da curva de consumo 
de metano para o cálculo da atividade metanotrófica. Valores médios para as triplicatas da cultura 
RB-5. Primeiro momento: horas 0 à 25.  
 
Já o segundo momento foi entre  a hora 25 e 30, nesse momento o consumo 
médio de metano foi de 0.041 mmoles.h-1, com uma atividade metanotrófica 
correspondente de 4.18044 x10-07 mmoles.h-1.célula-1 (Gráfico 5). 
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Gráfico 5: Ajuste por regressão linear do setor de maior inclinação da curva de consumo 
de metano para o cálculo da atividade metanotrófica. Valores médios para as triplicatas da cultura 
RB-5. Primeiro momento: horas 25 à 30. 
   
 
• Produção de PHA  
 
A massa celular obtida após o processo de liofilização foi de 15,7 mg para triplicata 
RB-5 (1) , 11,8 mg para a RB-5 (2) e 16,0 mg para a RB-5 (3) (Figura 27) (Tabela 5).  
 
Figura 27: Pellet da RB-5 (1) pós centrifugação. 
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Tabela 5: Produção de P3HB pela cultura RB-5. 
Amostra MSC (mg/mL) 
Composição PHA (mol%) 
PHA 
(%MSC) 
P3HB P3HV P3HHX P3HHp P3HO P3HN P3HD P3HU P3HDd 
RB-5 (1) 15,7 100.00 - - - - - - - - 0.23 
RB-5 (2) 11,8 77.43 22.57 - - - - - - - 0.51  
RB-5 (3) 16,0 100.00 - - - - - - - - 0.35 
MSC – Massa seca celular; P3HB: 3-hidroxibutirato; P3HV: 3-hidroxivalerato; 
P3HHX: 3-hidroxihexanoato; P3HHp: 3-hidroxiheptanoato ; P3HO: 3-hidroxioctanoato; 
P3HN: 3-hidroxinonanoato; P3HD 3-hidroxidecanoato; P3HU: 3-hidroxiundecenoato; 
P3HDd: 3-hidroxidodecanoato. 
 
Os cromatogramas obtidos mostram que a concentração de PHA’s variou entre 
as triplicatas (Tabela 5). A produção de poli-3-hidroxibutirato (P3HB) foi observada em 
todas as culturas. A concentração desse polímero variou entre 0.23% a 0,51% da massa 
seca celular. Em uma das triplicatas, RB-5 (2), foi constatada a produção de poli-3-
hidroxivalerato (P3HV) (Figuras 28 à 30) . 
-
 
Figura 28: Cromatograma RB-5 (1). A: Pico do tempo de retenção do P3HB. 
A 
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Figura 29: Cromatograma RB-5 (2). A: Pico do tempo de retenção do P3HB. B: Pico do 
tempo de retenção do  P3HV. 
 
Figura 30: Cromatrograma RB-5 (3). A: Pico do tempo de retenção do P3HB. 
 
A produção do polímero P3HB por culturas metanotróficas do tipo II ou em 
consórcios metano-heterotróficos é esperada (ASENJO; SUK, 1986; HELM et al., 2006; 
HIGGINS et al., 1981; WENDLANDT et al., 2001). Entretanto, a produção do P3HV não 
é comum para esses tipos de consórcios. Consórcios metanotróficos heterotróficos não 
produzem esse polímero em condições onde o CH4 é  o único substrato fornecido 
(MYUNG et al., 2015b). A produção desse tipo de polímero ocorre, geralmente por meio 
A B 
A 
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da disponibilidade de substratos relacionados, ou seja, é preciso fornecer, por exemplo, 
valerato para a cultura para que a produção de P3HV ocorra (CAL et al., 2016; LOO; 
SUDESH, 2007; MYUNG et al., 2015a, 2015b, 2017). 
A produção de polímeros a partir de substratos não relacionados não é usual, no 
entanto ela pode ocorrer. MATIAS et al.,  (2011), reportaram a produção de polímeros 
não relacionados pelas linhagens Burkholderia cepacia SA3J and Burkholderia 
contaminans I29B. VALAPPIL et al., (2007) reportaram a produção de diversos 
polímeros, entre eles o P3HV, a partir de substratos não relacionado pelo organismo 
Bacillus spp. 
O gênero Methylocystis, metanotrófico e potencialmente produtor de P3HB, 
representou 75,52 % dos organismos presentes na cultura RB-5. HELM et al., (2006, 
trabalharam com uma cultura mista  com uma dominância de mais de 86% de 
Methylocystis sp. GB25, em um sistema aberto, em biorreator e com deficiência de 
fosfato, porém acompanhada apenas por outros 7 organismos divididos entre duas 
metilotróficas e 5 metabolizadores de fontes complexas de carbono. Eles observaram 
uma acumulação média de 46.2% da massa seca em PHB (HELM et al., 2006). Neste 
trabalho a Methylocystis na cultura estava acompanhada de 26 outros gêneros.  
HELM et al. (2008) testaram a acumulação de P3HB por uma cultura 
metanotrófica mista (com dominância do gênero Methylocystis) em um biorreator e 
sistema aberto sob diferentes condições de deficiência de nutrientes: potássio, ferro e 
enxofre. Em condições de deficiência de potássio eles obtiveram 33.6% de massa seca 
correspondente ao P3HB ,32.6% sob deficiência de enxofre e 10.4% quando ferro foi o 
nutriente limitante.  
HENRYSSON; MCCARTY (1993), observaram um acúmulo de 2 a 8% de P3HB 
na massa seca, durante a incubação de 9 dias uma cultura metanotrófica mista em um 
biorreator operado em regime de fornecimento transiente de carbono. Eles associaram 
à produção de PHA’s como uma estratégia para  a obtenção de poder redutor durante 
períodos de fome. Segundo eles, quando o poder redutor interno da célula excede as 
necessidades de crescimento, elas produzem PHA  (HENRYSSON; MCCARTY, 1993).  
A produção de PHA por culturas metanotróficas mistas operadas em condições 
transientes de carbono, sem a limitação de nutrientes diretamente no meio de cultura já 
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foi observada em diversos estudos (HENRYSSON; MCCARTY, 1993). Nesse estudo foi 
obtida um pequena concentração dos PHA’s 3HB e 3HV em comparação.  
Uma nova análise de sequenciamento do DNA extraído da cultura RB-5 durante 
a curva de produção seria recomendável, uma vez que o incidente envolvendo o shaker 
pode ter causado alterações na comunidade microbiana presente na cultura.   
Para as próximas etapas é necessário realizar o sequenciamento por Illumina 
Miseq do DNA extraído  durante o ensaio para comparar a comunidade microbiana 
presente durante a etapa de detecção e triagem com a comunidade presente durante o 
ensaio. O material genético armazenado também deverá  ser utilizado para a realização 
da  técnica qPCR, ou PCR em tempo real, por meio dessa técnica é possível determinar 
a abundância do gene pmoA na amostra. O uso da qPCR para o estudo de comunidades 
metanotróficas vêm sendo relatado na literatura como uma forma de inferir a capacidade 
de oxidação do metano e crescimento de culturas metanotróficas (ETTWIG et al., 2009; 
FREITAG et al., 2010). 
Durante o ensaio de produção foram retiradas e armazenadas amostras para a 
análise da concentração de formiato. A realização dessas análises poderão trazer 
esclarecimentos sobre o papel dos gêneros Pseudomonas e Hypomicrobium no 
processo de produção dos PHA’s.   
O sucesso de um cultivo em laboratório depende diretamente da capacidade de 
reproduzir as condições ambientais ótima e da disponibilidade de recursos que o 
microrganismo encontra no meio natural. Para isso é necessário o controle de variáveis 
como temperatura, luminosidade e acesso aos nutrientes. Para experimentos posteriores 
é recomendado manter um controle constante das condições de cultivo e da  
concentração de oxigênio no meio. Também é recomendada a realização de ensaios 
posteriores em meio NMS com deficiência de nutrientes.   
 
6 CONCLUSÕES 
 
• Foram obtidas e cultivadas amostras de culturas metanotróficas 
provenientes de ambientes aquáticos brasileiros, especificamente hidrelétricas. Não foi 
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possível a obtenção de linhagens puras de microorganismos metanotróficos. Faz-se 
necessária a otimização dos métodos de isolamento utilizados.  
• Foi detectada a presença de genes indicadores de metanotrofia (pmoA) e 
de produção de PHA (phaC) em todas as culturas analisadas.  
• As culturas foram caracterizadas morfologicamente e por meio do 
sequenciamento do gene RNAr 16S. Foram identificados microorganismos 
potencialmente produtores de PHA’s em todos os cultivos.  
• Em todas as culturas obtidas e analisadas houve a predominância da 
classe Alfa-proteobactéria (Filo Proteobacteria). Foi observada a predominância do 
gênero metanotrófico  Methylocystis nas culturas RB-1 e RB-5. A cultura T-1, proveniente 
da usina hidrelétrica de Tucuruí, foi a mais diversa analisada. 
• A cultura RB-5, uma cultura metanotrófica mista, e com a maior dominânica 
do genêro Methylocystis, foi selecionada para a etapa de ensaio de produção de PHA’s. 
Essa cultura é capaza de produzir P3HB e P3HV a partir do metano. 
• O objetivo geral deste trabalho foi cumprido. Foi confirmado o potencial dos 
ambientes aquáticos brasileiros como uma fonte de consórcios metanotróficos 
produtores de PHA’s. As condições de cultivo adotadas, foram favoráreis para a 
produção de PHA’s, no entanto, para as próximas etapas é necessário a otimização 
dessas condições, visando um aumento da produção de polímeros.  
 
7 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
 
ABIPET (Associação Brasileira da Indústrica do PET). Décimo Censo da Reciclagem de 
PET no Brasil. Disponível em: 
http://www.abipet.org.br/index.html?method=mostrarDownloads&categoria.id=3. Acesso 
em agosto de 2016. 
"WISE, M. G.; MCARTHUR, J. V.; LAWRENCE, J. Methanotroph Diversity in Landfill 
Soil : Isolation of Novel Type I and Type II Methanotrophs Whose Presence Was 
Suggested by Culture-Independent 16S Ribosomal DNA Analysis Methanotroph 
Diversity in Landfill Soil : Isolation of Novel Type I and Type II Me. Applied and 
82 
 
Environmental Microbiology, v. 65, n. 11, p. 4887–4897, 1999.  
AKARAONYE, E.; KESHAVARZ, T.; ROY, I. Production of polyhydroxyalkanoates: The 
future green materials of choice. Journal of Chemical Technology and 
Biotechnology, v. 85, n. 6, p. 732–743, 2010.  
ANDERSON, A. J.; DAWES, E. A. Occurrence, metabolism, metabolic role, and 
industrial uses of bacterial polyhydroxyalkanoates. Microbiological reviews, v. 54, n. 
4, p. 450–472, 1990.  
ANJUM, A. et al. Microbial production of polyhydroxyalkanoates (PHAs) and its 
copolymers: A review of recent advancements. International Journal of Biological 
Macromolecules, v. 89, p. 161–174, 2016.  
ANTHONY, C. The biochemistry of methylotrophs. [s.l: s.n.]. v. 75 
ASENJO, J. A.; SUK, J. S. Microbial Conversion of Methane into poly-??-
hydroxybutyrate (PHB): Growth and intracellular product accumulation in a type II 
methanotroph. Journal of Fermentation Technology, v. 64, n. 4, p. 271–278, 1986.  
BABEL, W. Pecularities of methylotrophs concerning overflow metabolism, especially 
the synthesis of polyhydroxyalkanoates. FEMS Microbiology Letters, v. 103, n. 2–4, p. 
141–148, 1992.  
BOCANEGRA, J. K. et al. Influence of pH on the molecular weight of poly-3-
hydroxybutyric acid (P3HB) produced by recombinant escherichia coli. Applied 
Biochemistry and Biotechnology, v. 170, n. 6, p. 1336–1347, 2013.  
BUTTON, D. K. et al. Viability and isolation of marine bacteria by dilution culture: 
Theory, procedures, and initial results. Applied and Environmental Microbiology, v. 
59, n. 3, p. 881–891, 1993.  
CAI, Y. et al. Conventional methanotrophs are responsible for atmospheric methane 
oxidation in paddy soils. Nature Communications, v. 7, p. 11728, 2016.  
CAL, A. J. et al. Methanotrophic production of polyhydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate 
with high hydroxyvalerate content. International Journal of Biological 
Macromolecules, v. 87, p. 302–307, 2016.  
83 
 
CAPORASO, J. G. et al. Global patterns of 16S rRNA diversity at a depth of millions of 
sequences per sample. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 108, 
n. Supplement_1, p. 4516–4522, 2011.  
COSTELLO, A. M. Molecular Characterization of Functional and Phylogenetic Genes 
from Natural Populations of Methanotrophs in Lake Sediments. v. 65, n. 11, p. 5066–
5074, 1999.  
CUI, M. et al. Anaerobic oxidation of methane: An “active” microbial process. 
MicrobiologyOpen, v. 4, n. 1, p. 1–11, 2015.  
DANIEL, M. et al. Effect of nutrient deficiency on accumulation and relative molecular 
weight of poly-β-hydroxybutyric acid by methylotrophic bacterium, Pseudomonas 135. 
Applied Microbiology and Biotechnology, v. 37, n. 6, p. 702–706, 1992.  
DEDYSH, S. N.; KNIEF, C.; DUNFIELD, P. F. Methylocella Species Are Facultatively 
Methanotrophic. v. 187, n. 13, p. 4665–4670, 2005.  
DLUGOKENCKY, E. J. et al. Global atmospheric methane: Budget, changes and 
dangers. Philosophical Transactions of the Royal Society A: Mathematical, 
Physical and Engineering Sciences, v. 369, n. 1943, p. 2058–2072, 2011.  
DUNFIELD, P. F. et al. Methylocella silvestris sp. nov., a novel methonotroph isolated 
from an acidic forest cambisol. International Journal of Systematic and Evolutionary 
Microbiology, v. 53, n. 5, p. 1231–1239, 2003.  
DUNFIELD, P. F. et al. Methane oxidation by an extremely acidophilic bacterium of the 
phylum Verrucomicrobia. Nature, v. 450, n. 7171, p. 879–882, 2007.  
ETTWIG, K. F. et al. Nitrite-driven anaerobic methane oxidation by oxygenic bacteria. 
Nature, v. 464, n. 7288, p. 543–548, 2010.  
FREITAG, T. E. et al. Links between methane flux and transcriptional activities of 
methanogens and methane oxidizers in a blanket peat bog. FEMS Microbiology 
Ecology, v. 73, n. 1, p. 157–165, 2010.  
GARCIA, J.-L.; PATEL, B. K. .; OLLIVIER, B. Taxonomic, Phylogenetic, and Ecological 
Diversity of Methanogenic Archaea. Anaerobe, v. 6, n. 4, p. 205–226, 2000.  
84 
 
GEYER, R.; JAMBECK, J. R.; LAW, K. L. Production, uses, and fate of all plastics ever 
made. Science Advances, v. 3, n. 7, p. 5, 2017.  
HANSON, R. S.; HANSON, T. E. Methanotrophic Bacteria. v. 60, n. 2, p. 439–471, 
1996.  
HELM, J. et al. Characterizing a stable methane-utilizing mixed culture used in the 
synthesis of a high-quality biopolymer in an open system. Journal of Applied 
Microbiology, v. 101, n. 2, p. 387–395, 2006.  
HELM, J. et al. Potassium deficiency results in accumulation of ultra-high molecular 
weight poly-??-hydroxybutyrate in a methane-utilizing mixed culture. Journal of 
Applied Microbiology, v. 105, n. 4, p. 1054–1061, 2008.  
HENRYSSON, T.; MCCARTY, P. L. Influence of the endogenous storage lipid poly-??-
hydroxybutyrate on the reducing power availability during cometabolism of 
trichloroethylene and naphthalene by resting methanotrophic mixed cultures. Applied 
and Environmental Microbiology, v. 59, n. 5, p. 1602–1606, 1993.  
HEULIN, T. et al. Ramlibacter tataouinensis gen. nov., sp. nov., and Ramlibacter 
henchirensis sp. nov., cyst-producing bacteria isolated from subdesert soil in Tunisia. 
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 53, n. 2, p. 
589–594, 2003.  
HIGGINS, I. J. et al. Methane-oxidizing microorganisms. Microbiological reviews, v. 
45, n. 4, p. 556–590, 1981.  
HO, A. et al. The more, the merrier: heterotroph richness stimulates methanotrophic 
activity. The ISME Journal, v. 8, n. 9, p. 1945–1948, 2014.  
HOEFMAN, S. et al. Miniaturized extinction culturing is the preferred strategy for rapid 
isolation of fast-growing methane-oxidizing bacteria. Microbial Biotechnology, v. 5, n. 
3, p. 368–378, 2012.  
HOLMES, A. J. et al. Evidence that particulate methane monooxygenase and ammonia 
monooxygenase may be evolutionary related. FEMS Microbiol.Lett., v. 132Gamma-p, 
p. 203–208, 1995.  
85 
 
HUNGATE, R. E. Chapter IV A Roll Tube Method for Cultivation of Strict Anaerobes. 
Methods in Microbiology, v. 3, n. PART B, p. 117–132, 1969.  
ISLAM, T. et al. Methane oxidation at 55 C and pH 2 by a thermoacidophilic bacterium 
belonging to the Verrucomicrobia phylum. Proceedings of the National Academy of 
Sciences, v. 105, n. 1, p. 300–304, 2008.  
KARTHIKEYAN, O. P. et al. Effect of CH4/O2 ratio on fatty acid profile and 
polyhydroxybutyrate content in a heterotrophic-methanotrophic consortium. 
Chemosphere, v. 141, p. 235–242, 2015.  
KESHAVARZ, T.; ROY, I. Polyhydroxyalkanoates: bioplastics with a green agenda. 
Current Opinion in Microbiology, v. 13, n. 3, p. 321–326, 2010.  
KHADEM, A. F. et al. Autotrophic methanotrophy in verrucomicrobia: Methylacidiphilum 
fumariolicum solv uses the calvin-benson-bassham cycle for Carbon Dioxide Fixation. 
Journal of Bacteriology, v. 193, n. 17, p. 4438–4446, 2011.  
KHOSRAVI-DARANI, K. et al. Microbial production of poly(hydroxybutyrate) from C1 
carbon sources. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 97, n. 4, p. 1407–1424, 
2013.  
KIM, S. W. et al. High production of poly-β-hydroxybutyrate (PHB) from 
Methylobacterium organophilum under potassium limitation. Biotechnology Letters, v. 
18, n. 1, p. 25–30, 1996.  
KNIEF, C. Diversity and habitat preferences of cultivated and uncultivated aerobic 
methanotrophic bacteria evaluated based on pmoA as molecular marker. Frontiers in 
Microbiology, v. 6, n. DEC, 2015.  
KNIEF, C.; LIPSKI, A.; DUNFIELD, P. F. Diversity and Activity of Methanotrophic 
Bacteria in Different Upland Soils. American Society for Microbiology, v. 69, n. 11, p. 
6703–6714, 2003.  
KNITTEL, K.; BOETIUS, A. Anaerobic Oxidation of Methane: Progress with an 
Unknown Process. Annual Review of Microbiology, v. 63, n. 1, p. 311–334, 2009.  
LEBRETON, L. C. M. et al. River plastic emissions to the world’s oceans. Nature 
86 
 
Communications, v. 8, p. 1–10, 2017.  
LOO, C.; SUDESH, K. Polyhydroxyalkanoates : Bio-based microbial plastics and their 
properties. Malaysian Polymer Journal, v. 2, n. 2, p. 31–57, 2007.  
MATIAS, F.; RODRIGUES, M. F. DE A. New PHA products using unrelated carbon 
sources. Brazilian Journal of Microbiology, v. 42, n. 4, p. 1354–1363, 2011.  
MOŻEJKO-CIESIELSKA, J.; KIEWISZ, R. Bacterial polyhydroxyalkanoates: Still 
fabulous? Microbiological Research, v. 192, n. 2016, p. 271–282, 2016.  
MYUNG, J. et al. Methane or methanol-oxidation dependent synthesis of poly(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) by obligate type II methanotrophs. Process 
Biochemistry, v. 51, n. 5, p. 561–567, 2015a.  
MYUNG, J. et al. Long-term cultivation of a stable Methylocystis-dominated 
methanotrophic enrichment enabling tailored production of poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyvalerate). Bioresource Technology, v. 198, p. 811–818, 2015b.  
MYUNG, J. et al. Expanding the range of polyhydroxyalkanoates synthesized by 
methanotrophic bacteria through the utilization of omega-hydroxyalkanoate co-
substrates. AMB Express, v. 7, n. 1, 2017.  
NAKAYAMA, C. R. et al. Revealing archaeal diversity patterns and methane fluxes in 
Admiralty Bay, King George Island, and their association to Brazilian Antarctic Station 
activities. Deep-Sea Research Part II: Topical Studies in Oceanography, v. 58, n. 1–
2, p. 128–138, 2011.  
OJUMU, T. V.; YU, J.; SOLOMON, B. O. Production of Polyhydroxyalkanoates, a 
bacterial biodegradable polymer. African Journal of Biotechnology, v. 3, n. 1, p. 18–
24, 2004.  
OP DEN CAMP, H. J. M. et al. Environmental, genomic and taxonomic perspectives on 
methanotrophic Verrucomicrobia. Environmental Microbiology Reports, v. 1, n. 5, p. 
293–306, 2009.  
OSHKIN, I. Y. et al. Methane-fed microbial microcosms show differential community 
dynamics and pinpoint taxa involved in communal response. v. 9, n. 5, p. 1119–1129, 
87 
 
2014.  
PAGE, W. J.; CORNISH, A. Growth of Azotobacter vinelandii UWD in fish peptone 
medium and simplified extraction of poly-??-hydroxybutyrate. Applied and 
Environmental Microbiology, v. 59, n. 12, p. 4236–4244, 1993.  
PAOLI, M. DE. Degradação e Estabilização de Polímeros. Artliber, p. 113–34, 2008.  
PARADA, A. E.; NEEDHAM, D. M.; FUHRMAN, J. A. Every base matters: Assessing 
small subunit rRNA primers for marine microbiomes with mock communities, time series 
and global field samples. Environmental Microbiology, v. 18, n. 5, p. 1403–1414, 
2016.  
PIEJA, A. J.; ROSTKOWSKI, K. H.; CRIDDLE, C. S. Distribution and Selection of Poly-
3-Hydroxybutyrate Production Capacity in Methanotrophic Proteobacteria. Microbial 
Ecology, v. 62, n. 3, p. 564–573, 2011.  
POL, A. et al. Methanotrophy below pH 1 by a new Verrucomicrobia species. Nature, v. 
450, n. 7171, p. 874–878, 2007.  
QUAIL, M. A. et al. A tale of three next generation sequencingplatforms: comparison of 
Ion Torrent, PacificBiosciences and Illumina MiSeq sequencers. BMC genomics, v. 13, 
n. 1, p. 1–13, 2012.  
QUAST, C. et al. The SILVA ribosomal RNA gene database project: Improved data 
processing and web-based tools. Nucleic Acids Research, v. 41, n. D1, p. 590–596, 
2013.  
RAGHOEBARSING, A. A. et al. A microbial consortium couples anaerobic methane 
oxidation to denitrification. Nature, v. 440, n. 7086, p. 918–921, 2006.  
RAINEY, F. A. et al. Phylogenetic analysis and intrageneric structure of the genus 
Hyphomicrobium and the related genus Filomicrobium. International journal of 
systematic bacteriology, v. 48, n. 1 998, p. 635–639, 1998.  
RAST, P. et al. Three Novel Species with Peptidoglycan Cell Walls form the New Genus 
Lacunisphaera gen . nov . in the Family Opitutaceae of the Verrucomicrobial 
Subdivision 4. v. 8, n. February, p. 1–18, 2017.  
88 
 
REAY, D. S. et al. Methane and Global Environmental Change. n. May, p. 1–28, 2018.  
REHM, B. H. A. Polyester synthases: natural catalysts for plastics. Biochemical 
Journal, v. 376, n. 1, p. 15–33, 2003.  
SCHLEGEL, H. G.; GOTTCHALK, G.; VON BARTHA, R. Formation and utilization of 
poly-B-hydroxybutyric acid by knallgas bacteria (Hydrogenomonas). Nature, v. 191, p. 
463–465, 1961.  
SERAFIM, L. S.; LEMOS, P. C.; REIS, M. A M. Produção de Bioplásticos por Culturas 
Microbianas Mistas. Boletim de Biotecnologia, n. 76, p. 15–20, 2003.  
SHAH, N. N.; HANNA, M. L.; TAYLOR, R. T. Batch cultivation of Methylosinus 
trichosporium OB3b: V. Characterization of poly-??-hydroxybutyrate production under 
methane-dependent growth conditions. Biotechnology and Bioengineering, v. 49, n. 
2, p. 161–171, 1996.  
SHANG, S.; YI, Y. A Greenhouse Assay on the Effect of Applied Urea Amount on the 
Rhizospheric Soil Bacterial Communities. Indian Journal of Microbiology, v. 55, n. 4, 
p. 406–414, 2015.  
SHENDURE, J.; JI, H. Next-generation DNA sequencing. Nature Biotechnology, v. 26, 
n. 10, p. 1135–1145, 2008.  
SLATER, S. et al. Multiple β -Ketothiolases Mediate Poly ( β -Hydroxyalkanoate ) 
Copolymer Synthesis in Ralstonia eutropha Multiple ␤ -Ketothiolases Mediate Poly ( ␤ -
Hydroxyalkanoate ) Copolymer Synthesis in Ralstonia eutropha. Journal of 
bacteriology, v. 180, n. 8, p. 1979, 1998.  
SPIEKERMANN, P. et al. A sensitive , viable-colony staining method using Nile red for 
direct screening of bacteria that accumulate polyhydroxyalkanoic acids and other lipid 
storage compounds. p. 73–80, 1999.  
STEINBUCHEL, A.; STEINBUCHEL, A. Diversity of bacterial polyhydroxyalkanoic. 
FEMS Microbiology Letters, v. 128, p. 219–228, 1995.  
STRONG, P. et al. The Opportunity for High-Performance Biomaterials from Methane. 
Microorganisms, v. 4, n. 1, p. 11, 2016.  
89 
 
STUBBE, J. et al. NONTEMPLATE-DEPENDENT POLYMERIZATION PROCESSES: 
Polyhydroxyalkanoate Synthases as a Paradigm. Annual Review of Biochemistry, v. 
74, n. 1, p. 433–480, 2005.  
SUDESH, K.; ABE, H.; DOI, Y. Synthesis , structure and properties of 
polyhydroxyalkanoates : biological polyesters. v. 25, p. 1503–1555, 2000.  
VALAPPIL, S. P. et al. Polyhydroxyalkanoate (PHA) biosynthesis from structurally 
unrelated carbon sources by a newly characterized Bacillus spp. Journal of 
Biotechnology, v. 127, n. 3, p. 475–487, 2007.  
WENDLANDT, K. et al. Producing poly-3-hydroxybutyrate with a high molecular mass 
from methane. v. 86, p. 127–133, 2001.  
WHITTENBURY, R.; PHILLIPS, K. C.; WILKINSON, J. F. Enrichment , Isolation and 
Some Properties of Me thane-utilizing Bacteria. Journal of General Microbiology, v. 
61, n. 61, p. 205–218, 1970.  
YAMANE, T. Yield of Poly-0(-)-3-Hydrox ybut yrate from Various Carbon Sources: A 
Theoretical Study. v. 41, p. 165–170, 1993.  
ZHANG, T. et al. Enrichments of methanotrophic–heterotrophic cultures with high poly-
β-hydroxybutyrate (PHB) accumulation capacities. Journal of Environmental 
Sciences, p. 1–11, mar. 2017.  
ZUNIGA, C. et al. Production of poly- ␤ -hydroxybutyrate ( PHB ) by Methylobacterium 
organophilum isolated from a methanotrophic consortium in a two-phase partition 
bioreactor. Journal of Hazardous Materials, n. 190, p. 876–882, 2011.  
 APÊNDICES 
Apêndice A – Preparo do Meio de Cultura NMS  
 
O meio NMS deve ser preparado em câmera de segurança biológica. Os 
componentes (preparados previamente e estéreis) devem ser adicionados na ordem em 
que aparecem na tabela. Todo material utilizado deve estar estéril (e.g. provetas, frascos, 
ponteiras).  
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Tabela A1: Composição do Meio NMS. 
Meio NMS  
Componente Quantidade (mL) 
Solução B 15 
Solução C 10 
Ferro Quelado 0.2 
Solução Traço 0.05 
Água destilada autoclavada q.s.p 100 
Cacl2 2 
 Fonte: Adaptado de (WHITTENBURY; PHILLIPS; WILKINSON, 1970; LINHARES, 2011). 
 
Preparo de Soluções: 
Todas as soluções devem ser preparadas em câmera de segurança biológica em 
condições de assepsia. As soluções B, C, Traço e CaCl2 devem ser autoclavadas após 
o preparo e armazenadas à temperatura ambiente. A solução Ferro Quelado deve ser 
filtrada através de membrana Millipore de 22 μm, o frasco deve ser armazenado em 
temperatura ambiente e protegido da luz.  
 
Tabela A2: Composição da Solução B. 
Solução B  
Reagente Quantidade 
Na2HPO4.2H2O 0.7 (g) 
KH2PO4 0.3 (g) 
Água q.s.p 150 (mL) 
Fonte: Adaptado de (WHITTENBURY; PHILLIPS; WILKINSON, 1970; LINHARES, 2011). 
 
Tabela A3: Composição da Solução C. 
Solução C  
Reagente Quantidade  
MgSO4 1 (g) 
KNO3 1 (g) 
Água q.s.p. 100 (mL) 
Fonte: Adaptado de (WHITTENBURY; PHILLIPS; WILKINSON, 1970; LINHARES, 2011). 
 
Tabela A4: Composição da Solução Ferro Quelado. 
Solução Ferro Quelado  
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Reagente Quantidade  
FeCl3 0.25 (g) 
EDTA 0.1 (g) 
HCl concetrado 1.5 (g) 
Água q.s.p. 50 (mL) 
Fonte: Adaptado de (WHITTENBURY; PHILLIPS; WILKINSON, 1970; LINHARES, 2011). 
 
Tabela A5: Composição da Solução Traço. 
Solução Traço  
Reagente Quantidade  
ZnSO4.7H2O 0.044 (g) 
CuSO4.5H2O 0.022 (g) 
MnSO4.4H2O 0.015 (g) 
NaMoO4.2H2O 0.006 (g) 
H3BO3 0.01 (g) 
CoCl2.6H2O 0.08 (g) 
Água q.s.p. 100 (mL) 
Fonte: Adaptado de (WHITTENBURY; PHILLIPS; WILKINSON, 1970; LINHARES, 2011). 
 
Tabela A5: Composição da CaCl2. 
Solução CaCl2  
Reagente Quantidade  
CaCl2 1(g) 
Água q.s.p. 100 (mL) 
Fonte: Adaptado de (WHITTENBURY; PHILLIPS; WILKINSON, 1970; LINHARES, 2011).
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Apêndice B – Colônias obtidas em estriamento em placa de Petri. 
 
 
Figura 31: colônias distintas provenientes da inoculação em Placa de Petri.A: T-1 (1 = T-1 C1, 2 = T-1 C2 e 3 =  T-1 C3). B: S-
5 (1 = S-5 C1 e 2 = S-5 C-2). C: RB-1 (1 = RB-1 C1 e2 = RB-1 C2). D: RB-2 (1= RB-2 C1 e 2 = RB-2 C2). E: RB-5 (1 = RB-5 C1 e 2 = 
RB-5 C2) 
93 
 
 
 
 
 
94 
 
 
